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“No folclore da ciência, costuma-se contar a história do momento da descoberta: a aceleração do 
pulso, a luminosidade espectral de fatos rotineiros, o segundo de excitação, de paralisação total, em que as 
observações se cristalizam e formam padrões, como peças de um caleidoscópio. A maçã cai da macieira. O 
homem levanta-se da banheira; a escorregadia equação se equilibra. Mas há outro momento de descoberta — 
sua antítese — que raramente é registrado: a descoberta do fracasso. É um momento que o cientista costuma 
enfrentar sozinho. A tomografia computadorizada de um paciente mostra o reaparecimento de um linfoma. 
Uma célula, que foi morta por uma droga, começa a voltar” 
 
“Se a “verdade” de cada câncer está impressa em seu comportamento, como capturar essa misteriosa 
qualidade? Como podemos cientistas fazer a transição crucial entre simplesmente visualizar o câncer e 
conhecer seu potencial maligno, suas vulnerabilidades, seu padrão de difusão — seu futuro? 
 
Siddhartha Mukherjee em O Imperador de Todos Os Males - Uma Biografia do Câncer 
RESUMO 
Gliomas são tumores do sistema nervoso central caracterizados por alta invasibilidade e mortalidade. 
Inúmeros esforços foram feitos nas últimas décadas para melhorar a sobrevida dos pacientes, porém 
o último marco no tratamento se deu pela implementação da temozolomida (TMZ) combinada a 
ressecção cirúrgica e a radioterapia (RTX) em 2005. O projeto do atlas do genoma humano do câncer 
(TCGA) sequenciou tumores de mais de 500 pacientes com diagnóstico de glioblastoma (GBM) e 
categorizou os tumores em quatro subtipos moleculares, baseados na expressão, mutações e deleções 
de genes. Essas alterações genéticas já foram correlacionadas à melhora na sobrevida e à sensibilidade 
a terapia, porém, até o momento estudos prospectivos falham em direcionar o tratamento dos 
pacientes baseados nas características moleculares. Em busca de melhorar o entendimento sobre a 
correlação entre a sensibilidade a terapia in vitro e características genotípicas e fenotípicas, nós 
realizamos culturas primárias de células derivadas de tumores do sistema nervoso central de 23 
pacientes (24 biopsias diferentes). As células foram crescidas em DMEM/F12 suplementado com soro 
fetal bovino e expostas aos tratamentos em doses e tempos semelhantes aos encontrados na clínica. 
Foram realizadas análises de viabilidade celular sete dias após o início do tratamento para 11 culturas 
primárias, ou as culturas foram tratadas por cinco dias em combinação, ou não, com RTX (sem RTX: 16 
culturas; com RTX: 9 culturas) seguidos de sete dias em meio livre de droga, ao fim dos quais as células 
remanescentes foram contadas. A radioterapia e fármacos que agem sobre o citoesqueleto 
(vincristina, vimblastina, paclitaxel e mebendazole) sozinhos foram os tratamentos mais eficientes em 
reduzir a população celular. Uma segunda rodada de tratamento com TMZ, paclitaxel e a combinação 
de procarbazina, CCNU e vincristina (PCV) sugere que a resistência não é estável, e sucessivas 
exposições ao mesmo, ou a um fármaco diferente, podem ter seus efeitos somados na diminuição do 
crescimento populacional ou na massa tumoral final. Ao administrar PCV e paclitaxel nas células em 
cultura observamos um aumento nos níveis de autofagia que correlaciona com o declínio da 
população. Combinações desses fármacos com concentrações plasmáticas de um bloqueador da 
autofagia (cloroquina) não são capazes alterar o crescimento populacional. Resultados de análises do 
banco disponibilizado pelo TCGA mostram que alguns pacientes não apresentam aumento na 
sobrevida após tratamento com TMZ, e que essa falha no tratamento correlaciona com a baixa 
expressão de alguns genes nos seus tumores, por exemplo, aqueles com baixa expressão de FGFR3 e 
AKT2. As culturas primárias e linhagens celulares com menor expressão desses genes foram sensíveis 
in vitro a combinação de TMZ com dois fármacos que agem sobre o citoesqueleto: vimblastina e 
mebendazole (TVM). Essa associação retarda o crescimento de linhagens e culturas primárias 
resistentes a TMZ, além de induzir parada no ciclo celular, senescência e aumento da expressão de 
Notch3. Devido a falha na terapia padrão, ao baixo custo e aos resultados promissores essa associação 




Gliomas are tumors of the central nervous system with high invasiveness and mortality. Efforts have 
been done in last decades to improve patients overall survival, but the last treatment gain was given 
by the introduction of temozolomide (TMZ) combined with surgical resection and radiotherapy (RTX), 
in 2005. The cancer genome atlas (TCGA) consortion sequenced tumors from 500 patients with 
glioblastoma diagnosis and clustered tumors into four molecular subtypes, based on gene expression, 
mutations and deletions. Theses genetic alterations are associated with improved overal survival and 
sensitivity to therapy, but up to date, prospective studies have failed to address patients’ treatment 
based on molecular characteristics. In order to better understand the correlation among sensitivity in 
vitro and genotypic and phenotypic characteristics, we performed patient-derived cell cultures of 
central nervous system tumors from 23 patients (24 biopsies). Cells were grown in DMEM/F12 
supplemented with fetal bovine serum and treated at doses and times similars to those administered 
in patients. Cell viability analyses were performed seven days after start of treatment for 11 cultures 
or cultures were treated for five days plus RTX (without RTX: in 16 cultures; with RTX: in 9 cultures) 
followed by seven day in drug-free medium, at the end, the remaining amount of cells were counted. 
RTX and drugs acting on cytoskeleton (vincristine, vinblastine, paclitaxel and mebendazole) alone were 
the most efficient treatments to reduce the population. A second round of treatment with TMZ, 
paclitaxel and the combination of procarbazine, CCNU and vincristine (PCV) suggests that the 
resistance is not stable, and repeated exposures to the same, or to another drug, could have additional 
effects in population or tumor mass reduction. PCV and paclitaxel treated cells showed an increase in 
autophagy levels correlated with reduction in population. Combining these drugs with plasmatic 
concentrations of an autophagy inhibitor (chloroquine) did not change population growth. Results 
from TCGA databank showed that some patients did not benefit in overal survival after TMZ treatment 
and this correlates with expression of some genes, for example, those harboring tumors with FGFR3 
and AKT2 low expression. Patient-derived cultures and cell lines with low expression of these genes 
were sensitive in vitro to the combination of TMZ with two drugs that act on cytoskeleton: vinblastine 
and mebendazole (TVM). This association slowed the growth of patient-derived and cell lines tolerant 
to TMZ, besides inducing cell cycle arrest, senescence and increased Notch3 expression. In the case of 
failure of standard therapy, low cost and promising results, TVM association could be tested in patients 
harboring FGFR3Low/AKT2Low tumors. 
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1.1.CAPÍTULO I – GLIOBLASTOMA MULTIFORME 
O termo glioma compreende todos os tumores que apresentam na sua origem células gliais (do 
grego “glue” = cola), incluindo astrocitoma de grau I, II (astrocitoma propriamente dito), III (astrocitoma 
anaplásico) e IV (glioblastoma multiforme ou GBM), oligodendrogliomas, ependimomas e gliomas mistos 
(Veliz et al., 2015).  A Figura 1 representa a classificação após reformulação da nova diretriz da Organização 
Mundial de Saúde (World Health Organization, WHO) para classificação desses tumores feita em 2016. 
Figura 1 Classificação histológica dos gliomas. Adaptado de Perry, 2016 
A taxa de incidência anual, segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA) de tumores no sistema 
nervoso central (SNC) no Brasil é de 5,5 novos casos para cada 100 mil homens e 4,7 novos casos para cada 
100 mil mulheres (ISBN 978-85-7318-283-5). Gliomas representam o tipo histológico mais frequente (40 – 
60%) dos tumores primários nesta localização, sendo mais comum em adultos. Entre 12 – 15% dos casos 
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de tumores malignos intracraniais são diagnosticados como GBM, sendo esse grau o mais comum e 
respondendo por mais da metade (50 – 60%) dos gliomas. Embora a incidência seja baixa, o prognóstico é 
pior que qualquer outro tumor do SNC, sendo que apenas 5% dos pacientes ultrapassam 5 anos de 
sobrevida após o diagnóstico (Veliz et al., 2015).  
A célula de origem para esses tumores ainda é contraditória, algumas teorias postulam que células 
tronco-tumorais e progenitores neurais podem sofrer eventos de transformação maligna e até mesmo 
que pode haver de-diferenciação de células maduras, como astrócitos e oligodendrócitos, para dar origem 
a esses tumores (Jiang et al., 2017). Normalmente GBM se iniciam de novo, embora 10% tenham uma 
história clínica prévia de astrocitoma de menor grau, sendo esses denominados de GBM secundário; essa 
classificação de primário ou secundário também apresenta relação com diferente expressão gênica e 
sintomas (Van Meir et al., 2010). 
Gliomas se caracterizam por serem tumores altamente proliferativos e invasivos, com 
vascularização abundante e aberrante que se mostram extremamente resistentes aos regimes tradicionais 
de quimio e radioterapia tornando-os de difícil remoção completa (Veliz et al., 2015). O diagnóstico 
histológico é baseado principalmente em atipias nucleares e de atividade mitótica. De acordo com a 
definição histológica atual da WHO, os tumores com atipias citológicas isoladas (por exemplo astrocitomas 
difusos) são considerados grau II, aqueles que também apresentam anaplasias e atividade mitótica (por 
exemplo astrocitomas anaplásicos) são considerados de grau III e os tumores que também apresenta 
proliferação microvascular e/ou necrose são considerados de grau IV. Radiologicamente esse tumor 
apresenta-se como uma massa com aumentos parciais de contraste devido a rupturas na barreira hemato-
encefálica e no grau IV observam-se áreas de proliferação e/ou necrose (Van Meir et al., 2010). Extensivas 
áreas de calcificação são encontradas com mais frequência em tumores oligodendrogliais do que em 
astrocíticos (Perry e Wesseling, 2016).  GBMs apresentam contornos irregulares e zonas periféricas com 
forte contraste cercado por uma área escura, hipodensa e necrótica e uma área sem aumento de contraste 
que se estende para fora dessa área de aumento de contraste (Van Meir et al., 2010). A ressonância 
magnética é atualmente o padrão ouro de imagem para avaliação radiológica e muitas vezes é o substituto 
para a macroscopia, especialmente em pequenas biópsias (Perry e Wesseling, 2016). 
Por muitas décadas o diagnóstico baseado na classificação histológica foi útil o suficiente para 
avaliação do prognóstico e manejo da terapia, contudo é aceito atualmente que informações moleculares 
permitem uma classificação mais robusta, tanto que a classificação da WHO de 2016 integra achados 
histológicos e moleculares na definição de gliomas (Louis et al., 2016). Até o momento não existe nenhum 




1.1.1.Principais alterações genéticas 
Gliomas podem ser considerados molecularmente como uma doença heterogênea, pois 
apresentam variações tanto intra quanto intertumoral, além de apresentar contínua modificação 
molecular ao longo do tempo. Nenhuma única mutação explica sua a tumorigênese, sendo a diversidade 
molecular uma das explicações para a resistência a terapia (Weathers e Gilbert, 2016). 
A partir de 2016 a WHO passou a combinar a classificação molecular à histológica para melhor 
classificar esses tumores, por exemplo, hoje existe a classificação GBM IDH selvagem ou GBM IDH mutado 
(Perry e Wesseling, 2016).  
O conhecimento a nível molecular desses tumores se desenvolveu lentamente ao longo das 
últimas décadas. Em 1984 foram identificadas cópias extra do cromossomo 7 nesse tipo tumoral, e mais 
tarde mostrou-se que o oncogene mais importante dessa porção era EGFR. Alguns anos depois, em 1989, 
outras análises cariotípicas demonstraram a perda de heterozigosidade nos cromossomos 9, 10 e 17, 
sendo que nesse último identificou-se um dos genes driver para as alterações cromossomais: TP53. Quatro 
anos após, demonstrou-se que a perda no cromossomo 9 continha a região codificante CDKN2A para as 
proteínas p16 e Arf, uma inibidora da progressão do ciclo celular. Quase oito anos depois identificou-se 
Figura 2 Principais vias alteradas em GBM. Adaptado de Weathers e Gilbert, 2016.  
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que o principal supressor tumoral deletado no cromossomo 10 era PTEN, um regulador negativo da via de 
proliferação e sinalização PI3K/Akt. A última grande descoberta genética nesses tumores foi a presença de 
IDH1 e IDH2 mutados em tumores de baixo grau e GBM secundários, sugerindo que esse gene além de 
perder a capacidade de converter isocitrato em α-cetoglutarato, após mutação também poderia funcionar 
como oncogene, por ativar vias do fator induzível por hipóxia (HIF) e ganhar função na conversão de α-
cetoglutarato em 2-hidroxiglutarato (Van Meir et al., 2010). A Figura 2 ilustra as principais alterações 
genéticas em GBMs em nível de mutações, amplificações e deleções. 
Nos últimos anos, enormes esforços para o entendimento molecular desses tumores foram feitos, 
e GBM foi selecionado como um dos três primeiros cânceres a serem sequenciados pelo projeto do “Atlas 
do Genoma do Câncer” (The Cancer Genome Atlas, TCGA) do Instituto Nacional de Saúde (National 
Institutes of Health’s, NIH) dos Estados Unidos, sendo hoje, um dos tumores com melhor entendimento a 
nível molecular. Esses esforços resultaram na identificação de fatores moleculares de prognóstico e de 
vulnerabilidade, que podem ser alvo no desenvolvimento de novos tratamentos e no entendimento dos 
fatores envolvidos com a gliomagênese (Weathers e Gilbert, 2016).  
Os esforços do projeto TCGA resultaram inicialmente em uma publicação sobre alterações 
relevantes em três vias de sinalização centrais: p53, Retinoblastoma (Rb) e Receptores Tirosina Cinase 
(RTK) (Cancer Genome Atlas Research, 2008) e esforços subsequentes foram feitos para ligar essas 
alterações a subtipos moleculares e epigenéticos. A classificação inicial foi feita em quatro subtipos com 
características moleculares distintas: clássico, mesenquimal, proneural e neural (Verhaak et al., 2010; 
Brennan et al., 2013; Veliz et al., 2015). As diferentes alterações genéticas de cada subtipo estão 
associadas a diferentes respostas a terapia, foi demonstrado maior impacto do tratamento nos portadores 
do tipo clássico, visto que alterações em p53 são incomuns nesse grupo, enquanto o menor impacto 
acontece nos tumores com característica proneural. A variação na resposta de acordo com essa 
classificação aponta para um futuro no qual diferentes abordagens terapêuticas deveriam ser baseadas 
no subtipo prevalente (Ene e Holland, 2015; Weathers e Gilbert, 2016).  
Embora tenha havido grandes reviravoltas sobre a relevância dessa classificação e seu impacto no 
tratamento na última década, a maioria dos autores consultados ainda considera seu conhecimento 
válido, portanto as principais alterações genéticas encontradas em cada subtipo estão mostradas na Figura 
3. Essa classificação, embora seja um dos grandes avanços para esse tipo de tumor, não pode ser vista 
como divisão absoluta e rígida, uma vez que mosaicismo e mudanças de classe já foram observadas sob 
influência do microambiente tumoral (Veliz et al., 2015). Os resultados encontrados por Patel e 
colaboradores revelam que os subtipos moleculares são em parte estados de variação fenotípica; 
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demonstram que in vivo os tumores apresentam um espectro de estados troncos e de diferenciação, ou 
seja uma capacidade de proliferação variada além de expressão oscilante de marcadores de quiescência, 
o que poderia confundir a quimioterapia baseada em alterações genéticas por esta não recapitular a 
diversidade transcricional de tumores individuais. Ainda, demonstraram que um mesmo tumor varia a 
ponto de que diferentes porções apresentam características de diferentes subtipos (Patel et al., 2014) o 
que poderia explicar a resposta parcial seguida de resistência a quimioterapia. 
Para fins práticos, uma vez que a classificação da WHO aponta que deve-se levar em consideração 
algumas dessas alterações na hora de conceder o diagnóstico, adotaremos nesta tese essa classificação 
em subtipos e faremos um breve relato da função de cada um dos genes cujas alterações ajudam a 
categorizar nos subgrupos. A maioria desses genes já foi associada com sobrevida ou mecanismo de 
resistência a alguma quimioterápico, e alguns aparecem na Figura 2 e/ou na Figura 3.  
Segundo essa categorização, os GBMs majoritariamente clássicos apresentam amplificações no 
cromossomo 7, deleção no cromossomo 10 e da porção 9p21.3, amplificação e mutação do gene que 
codifica para EGFR, e deleção do lócus de PTEN e CDKN2A. Além disso, apresentam aumentada expressão 
de precursores neurais e marcadores de células-tronco (Nestina), e aumento em vias de sinalização como 
Notch (NOTCH3, JAG1 e LFNG) e Sonic hedgehog (SMO, GAS1 e GLI2). O subtipo mesenquimal apresenta 
Figura 3 Principais alterações moleculares que permitem a classificação em subtipos. Adaptado de Van Meir, 
2010. TIC: Tumor Initiating Cell, BCPC: Brain Cancer-Propagating Cells 
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um perfil de expressão associado ao tecido mesenquimal e a angiogênese, com alta frequência de 
mutações/deleções que levam a inativação no gene que codifica para NF1, TP53 e PTEN, além de alta 
expressão dos genes CHI3L1/YKL40, MET, de marcadores astrocíticos (CD44 e MERTK) e dos genes 
envolvidos nas vias de sinalização de TNF e NFκB. Essas alterações sugerem que pode ser sensível a 
quimioterapias mais agressivas com resposta potencializada com inibidores de Ras, PI3K e angiogênese. 
Um subtipo apresenta-se similar ao tecido normal, onde não foram observadas anormalidades 
moleculares relevantes, apenas ativação de marcadores neuronais (NEFL, GABRA, SYT1 e SLC12A5), 
sugerindo que deriva de células com um fenótipo bastante diferenciado, sendo denominado neural. A 
classe mais estudada talvez seja a proneural, que apresenta perfil de expressão semelhante ao visto no 
desenvolvimento neuronal, incluindo altos níveis de expressão de marcadores de oligodendrócitos 
(PDGFRA, OLIG2, TCF3 e NKX2-2) e de desenvolvimento proneural (SOX, DCX, DLL3, ASCL1 e TCF4) além 
de ilhas CpG metiladas que conferem um fenótipo G-CIMP (metilações que inativam e silenciam regiões 
cromossomais, normalmente nos promotores de genes de reparo e de supressores tumorais, variáveis 
entre os diferentes cânceres, que alteram o metiloma (Hughes et al., 2013)). Geralmente está associado a 
mutações no gene que codifica para p53, PI3KCA/PIK3R1, IDH1 e 2, compartilhando assim marcas de 
expressão de LGG e GBMs secundários; amplificações do cromossomo 7 e perda do cromossomo 10, 
embora significantes, são menos frequentes que no subtipo clássico. Essas alterações fazem deste último 
subtipo o mais responsivo a inibidores de vias de sinalização de HIF, PI3K e PDGFRA, e, de maneira geral, 
os pacientes portadores de tumores com essa característica já possuem uma sobrevida média maior que 
os portadores de tumores com características majoritárias de outros subtipos (Van Meir et al., 2010; 
Verhaak et al., 2010).  
Após o agrupamento feito por Verhaak, em 2010, o TCGA continuou coletando amostras e uma 
nova publicação de 2013, com mais 342 amostras, atualizou alguns conhecimentos sobre a biologia desses 
tumores. Nesse período houve melhora da plataforma para análise de metilações e re-análise de algumas 
amostras anteriores. Uma clusterização hierárquica do perfil de metilação do DNA estratificou 396 casos 
em seis classes, incluindo G-CIMP que é enriquecida no subtipo proneural (Brennan et al., 2013). Esse 
estudo sugere uma divisão no subgrupo proneural, visto que uma parcela desses tumores porta mutações 
em IDH1 e 2 condizentes com fenótipo G-CIMP e outro apresenta-se hipometilado, com predominância 
de IDH1 selvagem e amplificação de PDGFRA (Brennan et al., 2013). Essa classificação também 
demonstrou que o aumento da sobrevida existente no subtipo proneural é conferido pelo status de G-
CIMP, uma vez que tanto nesse subtipo quanto no mesenquimal o fenótipo hipometilado apresenta-se 
menos favorável (Brennan et al., 2013) 
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Muitas dessas alterações genéticas, além de marcadores para a divisão em grupos, já foram 
associadas à falha na quimioterapia, através de uma série de mecanismos diversos, como mudanças na 
ativação/inativação de metabólitos, aumento de proteínas e/ou de atividade de enzimas de reparo, 
alteração de alvos dos quimioterápicos (Page e Takimoto, 2008). Dentre essas podemos destacar algumas 
mais estudadas e citadas na literatura: alta expressão de MDR1 e MGMT, mutações em receptores tirosina 
cinase (como EGFR), alterações em p53, etc.  
Receptores tirosina cinase (RTK) como EGFR, PDGFR, VEGFR e FGFR contribuem para o 
crescimento através da ativação de vias de proliferação RAS/ERK ou PI3K/AKT. Pelo menos um RTK foi 
encontrado alterado em 67% dos GBMs (Brennan et al., 2013). Entre os RTKs amplificações e mutações 
em um deles, EGFR, parecem ser as anomalias mais frequentes, detectadas em 40 – 50% dos pacientes 
(Figura 2), normalmente classificados no subtipo clássico. Uma mutação específica, denominada EGFR tipo 
III (ou EGFRvIII) é a mais frequente (~50% dos tumores com amplificação neste gene) deixando a proteína 
inapta a realizar a ligação e desencadear o sinal. Em GBM, diferente de tumores pulmonares, por exemplo, 
inibidores de tirosina cinase parecem ser menos eficientes e uma versão não mutada do receptor é 
necessária para o desfecho oncogênico de EGFRvIII, envolvendo transativação de RTKs. A amplificação ou 
mutação ativadora nesse receptor, combinada a perda de PTEN mantém a via PI3K superativa em 
aproximadamente 90% dos GBMs promovendo o crescimento, sobrevivência (Veliz et al., 2015), invasão, 
motilidade, angiogênese e inibição da apoptose (Van Meir et al., 2010). Essa proteína mutante tornou-se 
um alvo atrativo para terapias por criar um epítopo específico de tumores, porém, nem inibidores como 
gefitinibe e erlotinibe, nem anticorpos monoclonais como cetuximabe provaram efetividade em aumentar 
o tempo de sobrevida livre de progressão (PFS) em GBM (Van Meir et al., 2010).  
VEGF é um RTK fundamental para angiogênese. Após os dados do TCGA demonstrarem seu 
aumento em gliomas, rapidamente um anticorpo monoclonal humanizado foi aprovado pelo FDA para uso 
em GBM recorrente com base em taxas de resposta radiológica e baixa toxicidade, o Bevacizumabe (Van 
Meir et al., 2010). Seu uso e eficácia serão discutidos com mais detalhes na seção sobre novos 
tratamentos. 
Receptores de PDGF dos subtipos α e β e os ligantes A e B também são superexpressos em alguns 
gliomas malignos, especialmente no subtipo proneural, criando sinalizações autócrinas e parácrinas que 
promovem a proliferação celular. Essa amplificação está associada a alterações em EGFR em 42% dos casos 
(Brennan et al., 2013). Já foram feitos estudos com um inibidor desse receptor, o mesilato de imatinibe, 
demonstrando significante atividade in vitro e em modelos ortotópicos, mas inefetividade em gerar 
resposta ou prolongar o PFS em estudos clínicos (Van Meir et al., 2010). A expressão forçada desse gene, 
21 
 
em cérebro de animais com deleção do gene endógeno, leva a formação de tumores que mimetizam 
gliomas de baixo e alto grau, similares ao subtipo proneural (Ene e Holland, 2015). 
Receptores de FGF têm papel fundamental na embriogênese desde a gastrulação até a 
organogênese e diferentes tecidos expressam diferentes isoformas desse receptor (Holzmann et al., 2012). 
Em aproximadamente 3% dos GBMs a porção tirosina cinase do FGFR1 ou do FGFR3 pode estar fusionada 
ao domínio codificante do transforming acidic coiled-coil do TACC1 ou TACC3 respectivamente. Essa 
proteína quimérica possui atividade oncogênica quando introduzida em astrócitos e se localiza nos pólos 
do fuso mitótico, onde é constitutivamente ativada e capaz de induzir defeitos na segregação 
cromossomal. Os animais que possuem tumores com células iniciadoras portadoras dessa fusão se 
beneficiaram com o tratamento com inibidores de FGFR, indicando que o grupo de pacientes portadores 
dessa mutação também pode ter maiores benefícios com essa terapia (Singh et al., 2012). Há expressão 
aumentada de FGFR3 nos subtipos clássico e neural (Wang et al., 2016). Além dos gliomas, já foi 
demonstrado que na linhagem de adenoma de cólon LT97 há aumento da expressão desse gene na forma 
IIIb dentro de uma subpopulação com maior capacidade proliferativa que também expressa CD44 
(Holzmann et al., 2012). Em linhagens de rabdomiosarcoma FGFR3 já foi identificado em células iniciadoras 
do tumor (Tumor Initiating Cells, TICs), sendo que uma população positiva para esse marcador pode ser 
utilizada para a propagação seriada em animais, indicando que, além de ser um marcador, esse gene 
também medeia vias de sinalização para a manutenção do estado tronco e de proliferação (Hirotsu et al., 
2009). Nesse mesmo câncer, FGFR3 foi reportado sendo co-expresso com CD133, outro marcador de TIC, 
sendo que a subpopulação duplamente marcada, quando separada, possui a habilidade de formar colônias 
in vitro que são mais resistentes a quimioterápicos como a vincristina (Pressey et al., 2013). 
CD133 é reconhecido como importante marcador para identificação de células tronco-tumorais. 
Muitos estudos demonstram que células CD133+ são extremamente quimioresistentes e em células com 
características tronco de melanoma sua presença foi associada à resistência ao taxol. Em linhagens de 
glioma U251 e U87 a expressão é muito baixa e em células U138 CD133+ há aumento da expressão de 
genes de resistência a múltiplas drogas, como ABCB1 e ABCC4 (Wang et al., 2015).  Essa proteína é 
codificada pelo gene prominina 1, localizado no cromossomo 4p15.32. 
Em alguns casos, vias de sinalização intracelular aos RTKs podem estar constitutivamente ativadas, 
tanto por mutações no receptor e nas proteínas alvo que levam a constante ativação, como ocorre para a 
via de PI3K, quanto por perda ou inativação de reguladores negativos, como PTEN. Essa alteração, embora 
justifique a resistência aos inibidores de RTK, por si não é suficiente para induzir a formação de tumores, 
necessitando de outras alterações, como nas vias de Rb e p53, monitores diretos do ciclo celular (Van Meir 
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et al., 2010). Quase 80% dos tumores portam alterações que afetam a via da Rb, seja diretamente com 
deleção/mutação em RB1, por amplificação de CDK4/6 ou por deleção de CDKN2A (Brennan et al., 2013). 
Um inibidor de RTK utilizado em estudo clínico, Foretinibe, também inibe a fosforilação de 
receptores TAM (Tiro3, Axl e MerTK), especialmente MerTK, bloqueando a ativação downstream de AKT e 
ERK em linhagens de GBM adulto e pediátrico. Esse bloqueio impede assim a sobrevivência, proliferação, 
migração e invasão de colágeno in vitro do glioma. Em GBM há co-expressão de dois desses receptores 
(Axl e MerTK), embora mutações não tenham sido relatadas (Knubel et al., 2014). MerTK é superexpresso 
e potencialmente ativo em uma variedade de cânceres, indicando que pode conferir uma vantagem ao 
tumor. Em GBM sua expressão correlaciona com a de Nestina (NES) e Sox2, indicando possível relação 
com o estado de indiferenciação, e seu silenciamento leva a apoptose e a autofagia, diminui a formação 
de colônias, aumenta a quimiossensibilidade, altera a morfologia e diminui a migração (Cummings et al., 
2013) 
A via de p53 está desregulada em 85% dos tumores, através de mutações em TP53, amplificação 
de MDM1/2/4 e/ou deleção de CDKN2A. Alterações em TP53 são mutuamente excludentes de 
amplificações na família de MDM e CDKN2A. p53 ativa a transcrição de p21, um bloqueador do ciclo na 
fase G1 que se liga a família de ciclinas D. A ligação ciclinas - cinases dependentes de ciclina regula a 
entrada e progressão no ciclo por induzir inativação de Rb. A proteína Rb previne a entrada na fase S por 
inativar a família de fatores de transcrição E2F, críticos para o início da replicação. Embora p53 e Rb sejam 
peças centrais nessa maquinaria e mutações inevitavelmente gerem defeitos na via, alterações nas demais 
proteínas citadas podem ter efeito indireto nesse desbalanço (Van Meir et al., 2010). 
A presença de p21 tem sido utilizada para considerar a presença de p53 selvagem ativa. De fato, 
em células normais, p21 mantém funções anti-proliferativas, mediando a senescência de maneira 
dependente e independente de p53. Estudos mais recentes indicam que p21 também pode ser um fator 
oncogênico em células sem p53 (Georgakilas et al., 2017). 
Células de diversos tipos tumorais com senescência induzida por vários estímulos apresentam 
aumento de Notch3, que é necessário para a indução da expressão de p21 e concretização do fenótipo 
senescente, além disso, a diminuição na expressão de qualquer uma dessas duas proteínas leva a 
senescência na população, enquanto que a restauração em células deficientes leva a diminuição na 
proliferação celular (Cui et al., 2013). Em câncer de mama, a superexpressão de Notch3 leva a uma parada 
na fase G0/G1 com aumento de Cdh1 e acúmulo de p27Kip (Chen, C. F. et al., 2016). Juntos, esses estudos 
sugerem que Notch3 correlaciona com a progressão no ciclo celular. 
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O gene que codifica para NF1 está deletado ou mutado em 10% dos casos, e essa alteração nunca 
ocorre concomitante a mutações em BRAF (2%) (Brennan et al., 2013). NF1 localiza-se no cromossomo 
17q11.2 e codifica para a proteína neurofibromina, um supressor tumoral cuja função principal é regular 
RAS mas também modula adenilato ciclase. Sua perda geralmente leva a uma atividade aumentada em 
várias vias pró-tumorais, particularmente na via das MAPK. Recentes análises em larga escala identificaram 
alterações somáticas desse gene em GBM, geralmente associadas ao subtipo mesenquimal, onde também 
há aumento de YKL40, CD44 e STAT3. Embora esse subtipo tenha um prognóstico ruim, análises de 
sobrevida não demonstram diferença entre pacientes com e sem alterações nesse gene (Vizcaino et al., 
2015). 
CD44 é uma glicoproteína transmembrana que funciona como receptor, codificada pelo gene 
CD44 altamente conservado localizado no cromossomo 11p13. É utilizada como marcador de estado 
tronco em muitas células normais e tumorais, sendo que sua expressão já foi associada com a 
tronquicidade e a resistência ao tratamento em gliomas. Como marcador de células-tronco tumorais (CSC) 
pode ser utilizado individualmente ou em combinação com CD24, CD133 e CD34 (Yan et al., 2015). A 
interação entre CD44 e hialuronas ativa a expressão de marcadores de tronquicidade, como Nanog, e 
MDR1 mediada por Stat-3, podendo também levar a expressão de Bcl-2 e quimioresistência em câncer de 
mama (Wang et al., 2015). 
Fatores nucleares кB pertencem a uma família de fatores de transcrição que respondem a sinais 
extracelulares para regular uma gama de processos biológicos como sobrevivência e reposta imune e 
inflamatória. Essa família inclui proteínas da via NF-кB como RelA/p65, RelB, c-Rel, NF-кB1 e NF-кB2. Uma 
dessas proteínas, que está aumentada no subtipo mesenquimal, é RelB e já foi demonstrado in vitro que 
sua perda atenua a sobrevivência, mobilidade e invasão das células. Além disso, essa proteína aumenta a 
expressão de outros genes marcadores do subtipo mesenquimal, como YKL-40, regula a expressão de 
Olig2, um marcador de CSC e candidato para marcador de célula de origem, e controla a transição epitélio-
mesenquimal. Dados do TCGA revela que a expressão de RelB correlaciona com a progressão tumoral e 
baixas taxas de sobrevida (Lee et al., 2013). 
O gene NEFL codifica para um tipo IV de filamento intermediário que forma heteropolímeros que 
mantém o calibre neuronal e tem importante papel no transporte intracelular de neurotransmissores dos 
axônios para os dendritos. Esse gene está localizado no cromossomo 8p21 e é frequentemente alterado 
em cânceres. A diminuição da expressão devido há hipermetilação já foi associado à resistência a 
quimioterapia baseada em platina e a reativação leva a sensibilidade com envolvimento da via mTOR. Essa 
proteína está diminuída em linhagem de GBM humano U87 e U251. Além disso, a superexpressão dessa 
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proteína leva a diminuição da expressão de ALDH1, CD44, CKIT, KLF4, Nanog, NES e SOX2, enquanto o 
silenciamento produz efeito oposto. A expressão dessa proteína também leva a diminuição da proliferação 
e invasão e ao aumento da sensibilidade das células de GBM a temozolomida (TMZ) por regular fatores de 
resistência e de tronquicidade (Wang et al., 2015).  
Outro gene altamente expresso no sistema nervoso central que pode ser utilizado como marcador 
de células-tronco neuronais e tem sua expressão alterada em GBM é Musashi-1 (MSI1). Sua alta expressão 
está associada a gliomas de alto grau, com potencial para ser usado como marcador de prognóstico de 
sobrevida. A diminuição da expressão em células de câncer de cólon promove a regressão do tumor e a 
apoptose induzida por radiação. Em condições normais MSI1 ativa a via PI3K/AKT e leva à resistência a 
terapia por bloquear apoptose via AKT/IL6 em glioma (Chen, H. Y. et al., 2016).  
A cinase serina-treonina AKT, também chamada de proteína cinase B constitui um nodo central de 
grande interesse na fisiologia normal e patológica. São conhecidas três isoformas (AKT1, AKT2, AKT3), 
sendo AKT2 codificada por um gene localizado no cromossomo 19q13.2. Em gliomas humanos a ativação 
da via PI3K/AKT frequentemente está associada a alterações (mutações e perda de heterozigosidade) em 
PTEN ou com aumento de expressão de EGFR. Nos gliomas pediátricos de alto grau, a alta expressão de p-
AKT está associada com o pobre prognóstico (Chautard et al., 2014). A diminuição da expressão de AKT2 
em linhagem U87 inibe a proliferação, induz apoptose e aumenta sensibilidade a teniposídeo, e a 
diminuição na linhagem U251 torna as células mais sensíveis a TMZ e a apoptose com aumento de caspase-
3 e diminuição de Bcl-2, MGMT e MRP1 (Cui et al., 2015). 
Na seleção inicial de pacientes para o sequenciamento pelo TCGA, mutações em IDH1 apareceram 
como infrequentes comparadas a outras publicações, apenas 6% dos pacientes apresentaram a mutação 
IDH1R231H, enquanto nenhum apresentou a mutação R231G e apenas um apresentou a R132C; nenhum 
paciente apresentou mutação em IDH2. Nessa coorte o padrão de metilação de G-CIMP apareceu em 
todos os casos com mutação de IDH1R231H (Brennan et al., 2013). Com o avanço dos sequenciamentos, 
melhora na técnica e aumento da amostra, ao final do projeto descobriu-se que essa mutação tem alta 
frequência, especialmente nos tumores astrocíticos e oligodendrogliais de grau II e III e GBM secundário e 
acontece em estágios iniciais. Essa mutação está associada com muitos parâmetros, alguns deles 
clinicamente relevantes, incluindo idade ao diagnóstico, combinação com deleção 1p/19q e ATRX, 
mutação em TP53, hipermetilação do promotor de MGMT e sobrevida do paciente. Mutações em IDH1 
estão associadas a um prognóstico favorável em tumores de grau II. Seu valor como marcador pode ser 
inferido pelo rápido desenvolvimento e comercialização de anticorpo específico para a versão mutada 
IDHR132H para testes em secções de parafina. Embora a WHO defina como um teste fundamental na 
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classificação desses tumores, não é feito de rotina na maioria dos hospitais e laboratórios no nosso país; 
esse teste poderia ajudar no diagnóstico diferencial de oligodendrogliomas de baixo grau e anaplásicos 
(Brandner e Von Deimling, 2015). 
Outra descoberta importante nos tumores de baixo grau foi a co-deleção dos braços 
cromossomais 1p e 19q que é consistente entre os casos de oligodendrogliomas clássicos, ainda que 
demorou-se uma década para entender o valor preditivo e de prognóstico dessa alteração. Os testes, 
embora possam ser considerados essenciais ainda não fazem parte da rotina, em parte por serem 
laboriosos, mas também devido ao seu alto custo. Sabe-se que a resposta aos tratamentos de primeira 
linha para esse tipo tumoral, PCV (combinação de procarbazina, lomustina (CCNU) e vincristina) e TMZ, 
fortemente correlacionam com a deleção de 1p, enquanto que a resposta aos alquilantes de segunda linha 
é modesta mesmo em tumores com deleção de 1p/19q. O valor no prognóstico é relevante uma vez que 
a co-deleção está associada a maior sobrevida e melhor resposta a terapia (sobrevida de 7 anos no grupo 
com deleção contra 2,8 anos no grupo sem perda) (Brandner e Von Deimling, 2015). 
O gene que codifica para MGMT localiza-se no cromossomo 10q26 e codifica para uma proteína 
de reparo de DNA capaz de reverter metilações da posição O6 da guanina através de inativação suicida da 
proteína, com isso minimiza mutações e erros de replicação. Estudos clínicos já demonstraram que 
pacientes cujo tumor tem o promotor de MGMT metilado, tornando-o inativo, tem maiores chances de 
resposta frente a agentes alquilantes, pois nesses casos o tumor não é capaz de reparar os danos causados 
pelos quimioterápicos, o que leva a morte citotóxica das células principalmente por apoptose e resulta em 
maior tempo de progressão livre de doença e sobrevida total (Weller et al., 2013). Alta atividade de MGMT 
nas células tumorais leva a um fenótipo resistente pela atenuação do efeito terapêutico dos agentes 
alquilantes, resultando em falha do tratamento (Hegi et al., 2005). 
Em 2005 um estudo clínico com 206 pacientes comparou a eficiência de TMZ (um agente 
alquilante descrito de maneira mais detalhada a frente) sozinha e combinada a radioterapia. Esse estudo 
reportou uma sobrevida média dos pacientes, quando apresentavam metilação no promotor de MGMT e 
eram tratados com a combinação, de 21,7 meses, contra apenas 15,3 meses quando esses pacientes eram 
tratados apenas com radioterapia. Entre os pacientes que não apresentavam metilação no promotor de 
MGMT a diferença entre os grupos (tratado com TMZ sozinha ou combinada com radioterapia) foi menor 
e não significativa. Esse estudo foi um dos pioneiros a demonstrar que pacientes com o promotor de 
MGMT metilado são capazes de se beneficiar do tratamento com TMZ (Hegi et al., 2005). Quando 
metilações no promotor de MGMT foram comparadas com a resposta a terapia, esse status só foi capaz 
de distinguir resposta no subtipo clássico, e não nos demais (Brennan et al., 2013). Metilações em dois 
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locais CpG específicos no promotor de MGMT são de grande relevância para predizer a resposta a outros 
alquilantes, como no regime terapêutico PCV (Wick et al., 2014). 
A glicoproteína-P transmembrana pertence ao cassete de ligação ao ATP (ATP-binding cassete), 
uma superfamília de proteínas transportadoras de membrana, e é codificada por genes de 3 classes, 
divididos de acordo com a sua homologia e papel no fenótipo de resistência a múltiplas drogas (MDR), 
sendo MDR1 o único gene humano envolvido na resistência (Santos e Paulo, 2013).  A superexpressão do 
gene MDR1 é o mais notável evento mediador de resistência a quimioterápicos. Essa proteína é uma 
bomba dependente de energia que remove toxina e metabólitos internos da célula. Tumores com alta 
expressão de MDR1 são mais resistentes a agentes citotóxicos, principalmente se a expressão antes da 
quimioterapia já for alta. Entre os agentes citotóxicos que estão sob a resistência mediada por esse gene 




Ao longo das décadas o tratamento de gliomas se desenvolveu centrado principalmente em 
ressecção cirúrgica seguida por radioterapia, geralmente com associação de agentes quimioterápicos. 
Embora a radiação ionizante per si não tenha evoluído, a habilidade de focalizar o feixe e adaptá-lo ao 
contorno irregular do tumor, minimizando a dose em estruturas críticas próximas, melhorou 
consideravelmente com técnicas de baixa intensidade ou guiadas por imagem, sendo esse o tratamento 
com o maior impacto na sobrevida do paciente (Stieber e Mehta, 2007). Somado a ressecção e a 
radioterapia, quimioterápicos de várias classes e mecanismos de ação foram testados e utilizados na 
clínica para o tratamento desses tumores.  
Agentes quimioterápicos podem atuar de diferentes maneiras no interior da célula, alguns 
induzem efeitos citotóxicos durante fase específica do ciclo celular. Antimetabólitos como fluoroacil (5-
FU) e metotrexato são mais ativos contra a fase S do ciclo celular, enquanto alcalóides da vinca, 
epipodofilotoxinas e taxanos são relativamente mais específicos para a fase M. Essas diferenças cinéticas 
podem ser clinicamente relevantes na terapia de câncer, uma vez que agentes não específicos para o ciclo 
celular, como os alquilantes e os derivados de platina geralmente têm curvas dose-resposta linear 
(Malhotra e Perry, 2003). Em contraste, há agentes específicos para o ciclo celular, que geralmente tem 
um platô na curva dose-resposta, pois apenas a população de células que está passando por determinada 
fase do ciclo celular no momento será sensível à citotoxicidade induzida pelo quimioterápico. Na clínica, 
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esses últimos têm calendários de tratamento específico, pois a única maneira de aumentar o número de 
células afetadas é aumentar o tempo de exposição, já que o aumento da dose não surtirá maiores efeitos 
(Page e Takimoto, 2008) (Pazdur et al., 2008).  
Após administração do quimioterápico a resposta pode ser categorizada entre resposta total, 
parcial, mínima e progressão. A primeira é alcançada quando há o desaparecimento de todas as evidências 
da doença sem retorno por um intervalo específico, geralmente considerado de quatro semanas. A 
resposta parcial é obtida quando há uma redução de pelo menos 50% na soma dos produtos de pelo 
menos duas medidas dos maiores diâmetros da lesão e essa diminuição é mantida por pelo menos um 
ciclo da quimioterapia sem aparecimento de nova doença. A resposta mínima é menor que a parcial, sendo 
que muitas vezes nem chega a ser reportada em estudos clínicos. Progressão é quando há crescimento da 
doença existente ou aparecimento de uma nova lesão durante o curso do tratamento (Page e Takimoto, 
2008). 
Para o tratamento em tumores do SNC, a cirurgia ainda é a primeira e mais importante modalidade 
e vem sendo combinada com radioterapia nas últimas décadas. Diferentes agentes quimioterápicos 
adjuvantes foram testados, como é o caso da carmustina (BCNU), um agente que foi aprovado pelo FDA 
como primeira linha para tratamento desses tumores após ensaios clínicos de fase III demonstrarem 
benefícios no aumento da sobrevida de 11,6 meses no grupo tratado apenas com ressecção e radioterapia 
para 13,9 meses no grupo com a implantação dos polímeros biodegradáveis impregnados com o fármaco 
no local da ressecção seguida por radioterapia (Westphal et al., 2003). Dois anos após a publicação, dados 
de um estudo de fase III com outro agente alquilante, TMZ, comprovaram aumento da sobrevida de 12 
para 15 meses (Stupp et al., 2005). Pela forma de administração, somada aos menores efeitos colaterais, 
a segunda droga tornou-se mais popular, constituindo a terapia padrão para pacientes com GBM 
juntamente com a ressecção cirúrgica e a radioterapia, seguidos por seis ciclos mensais de TMZ. Porém, 
não há aporte na literatura comparando os dois regimes terapêuticos (BCNU e TMZ). 
 
1.1.2.1.Nitrosuréias 
Nitrosuréias são agentes alquilantes que atuam gerando ligações cruzadas do DNA. São altamente 
lipossolúveis, o que propicia sua passagem pela barreira hemato-encefálica. Antes da introdução da TMZ, 
esses agentes, principalmente carmustina e lomustina, eram utilizados em combinação com a radioterapia 
para a terapia padrão de gliomas. Ainda são utilizadas como segunda linha na terapia desses tumores e 
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em braços controle de estudos clínicos de novos agentes. Administração de múltiplos agentes com esse 
mecanismo de ação não é melhor que o uso de um único agente (Carrillo e Munoz, 2012). 
A carmustina, ou também chamada BCNU, é uma nitrosuréia, um agente quimicamente instável, 
que se decompõe rápida e espontaneamente em dois metabólitos com grande reatividade: cloroetil 
diazohidróxido e isocianato. A natureza lipofílica das nitrosuréias facilita a passagem por membranas 
celulares, permitindo a rápida penetração na barreira hemato-encefálica e seu uso para o tratamento de 
uma variedade de tumores cerebrais (Page e Takimoto, 2008). A administração da carmustina é de 
maneira intravenosa, na concentração de 150 – 200 mg/m2 a cada 6 – 8 semanas. Uma tentativa de 
contornar os efeitos colaterais sistêmicos foi o desenvolvimento de pastilhas impregnadas com 3,85% de 
BCNU colocados diretamente na cavidade deixada após a remoção cirúrgica do tumor, neste caso, o 
cirurgião adiciona até 8 pastilhas (Page e Takimoto, 2008). Apesar da alta capacidade de ultrapassar a 
barreira hemato-encefálica, sua efetividade clínica é limitada devido ao pequeno tempo de meia-vida 
(aproximadamente 20 minutos), a pequena fração da dose sistemicamente administrada que chega ao 
tumor em concentração efetiva e a toxicidade sistêmica (Westphal et al., 2003). 
Um estudo prospectivo feito entre 2005 e 2007 incluiu 22 pacientes com GBM recorrente, que 
foram submetidos a cirurgia com implantação de wafer de carmustina e tiveram o status de metilação de 
MGMT correlacionado com os melhores resultados. A PFS e as taxas de sobrevida total (OS) nos pacientes 
com metilação foram 8,9 e 14,2 meses respectivamente, comparado com 2,7 e 9,2 no grupo de pacientes 
sem metilação (Weller et al., 2013). Os benefícios clínicos e o perfil de segurança dos wafers variam entre 
tumor primário e recorrente, sendo que no segundo tipo a gliose pode evitar a difusão da droga pelo 
parênquima cerebral, diminuindo o acesso a população residual de células tumorais ao fármaco (Westphal 
et al., 2003).  
Lomustina, também denominada CCNU, é um quimioterápico oral altamente lipofílico, insolúvel 
em água, não-ionizável, que permite sua passagem pela barreira hemato-encefálica para tratamento de 
GBM. Quando combinada a terapia padrão de TMZ pode funcionar como adjuvante aumentando a 
sobrevida média (Carrillo e Munoz, 2012). Normalmente é administrada via oral a cada seis semanas na 
concentração de 130 mg/m2 ou com dose ajustada dependendo da combinação com outro quimioterápico 




1.1.2.2.Derivados da vinca 
Alcalóides da vinca são anti-mitóticos e anti-microtúbulos derivados principalmente da planta 
Vinca rosea utilizados no tratamento de câncer. São uma classe de drogas com citotoxicidade ciclo celular 
específica que inibem a habilidade da célula se dividir por agir sobre a tubulina, impedindo a polimerização 
dos microtúbulos durante a fase M do ciclo celular (Pazdur et al., 2008). 
Vincristina é administrada por via endovenosa semanalmente na dose de 0,4 – 1,4 mg/m2, sendo 
a dose máxima total de 2 mg/semana e menor em casos de insuficiência hepática (Page e Takimoto, 2008). 
A vimblastina é administrada na dose de 4 – 12 mg/m2 por via intravenosa a cada 1 – 2 semanas, 
também sendo ajustada em casos de insuficiência hepática (Page e Takimoto, 2008). Embora a penetração 
na barreira hemato-encefálica não seja grande, uma vez que a concentração no líquido cérebro-espinhal 
1 hora após a infusão é de apenas 16% daquela encontrada no plasma, o clearance nesse compartimento 
parece ser menor e a concentração após 72 horas é 50% daquela encontrada no plasma. O pico relatado 
é encontrado no plasma de um paciente 25 horas após o início da infusão na concentração de 5 ng/mL 
(Stewart et al., 1983). 
Vimblastina foi demonstrada em um estudo prospectivo de fase II como boa alternativa para o 
tratamento de glioma de baixo grau recorrente; nesse caso o tratamento semanal, além de barato 
apresentou baixa toxicidade e pode ser administrado por períodos prolongados. Sendo a sobrevida após 
5 anos maior que 90%, com uma toxicidade controlável e majoritariamente hematológica (Bouffet et al., 
2012). 
Mecanismos de ação adicionais já foram descritos para a vimblastina, como indução da transcrição 
de p53 e p21WAF1/CIP1 (Sato et al., 2007).  
1.1.2.3.Temozolomida 
Temozolomida (TMZ) é uma imidazotetrazinona alquilante do DNA rapidamente absorvida após 
administração por via oral e hidrolisada, em pH acima de 7, no seu intermediário ativo 3-metil-(triazen-1-
il)imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual é naturalmente degradado ao íon metilante diazônio e ao 
metabólito inativo 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) dentro das células. O principal efeito é a 
produção de adutos de DNA resultantes da transferência de grupos metil do íon metil diazônio para a 
posição N7 da guanina (~70% dos adutos), para as posições N1 e N3 da adenina e N3 da citosina (~25% 
dos adutos), e para a posição O6 da guanina (~5% dos adutos). Todos os grupamentos metil transferidos 
aos átomos de nitrogênio são rapidamente reconhecidos e reparados pelo mecanismo de reparo por 
excisão de base (BER), minimizando assim os efeitos citotóxicos de aproximadamente 95% das lesões. Os 
30 
 
efeitos citotóxicos gerados pelos adutos na posição O6 da guanina (O6-MeG) são reparados por outro 
sistema, baseado na atividade da O6-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). Se a atividade dessa 
enzima for baixa ou inexistente O6-MeG é mantido e pareia erroneamente com a timina durante a 
replicação do DNA. Esse mal pareamento, pode em último caso, ser reconhecido e reparado pelo sistema 
de reparo de mal pareamento (Mismatch Repair, MMR) na nova fita de DNA, gerando ciclos fúteis de 
reparo que podem levar a quebras na dupla fita e consequentemente a morte celular programada 
(Programmed cell death, PCD). Sendo assim, a atividade da TMZ é dependente da baixa atividade de 
MGMT e BER e atividade proficiente de MMR  (Lee, 2016). Além disso, as células precisam passar pela fase 
S do ciclo celular para que os adutos sejam incorporados e precisa ter correta sinalização apoptótica. 
Um dos estudos clínicos mais importantes conduzidos e que marcou o uso desse quimioterápico 
como padrão ouro para o tratamento de GBM foi conduzido por Stupp e colaboradores em 2005. Esse 
estudo randomizou 573 pacientes provenientes de 85 centros em dois grupos: um deles recebeu apenas 
radioterapia fracionada em 2 Gy por dia, 5 dias por semana, por 6 semanas, totalizando 60 Gy; o outro 
grupo recebeu, além da radioterapia, TMZ diária na concentração de 75 mg/m2 de superfície corporal 
durante as 6 semanas de irradiação, e depois mais 6 ciclos de TMZ administrada por 5 dias com pausa de 
23 dias sem administração (em um esquema denominado “5 on – 23 off”). Esse estudo clínico demonstrou 
que adicionar o quimioterápico no tratamento aumenta a sobrevida de 12,1 meses para 14,6 e que a 
sobrevida após 2 anos no grupo tratado com quimio e radioterapia foi de 26,5% contra apenas 10,4% no 
grupo tratado apenas com radioterapia (Stupp et al., 2005). 
Diferentes ensaios clínicos de fase II mostraram que a toxicidade de regimes de dose densa, 
independente do cronograma, parece ser igualmente distribuída entre os graus 1 – 4, sendo maior que a 
toxicidade encontrada no regime padrão 5 on-23 off, principalmente devido a linfocitopenia severa. Além 
disso, estudos de fase II mostraram que a linfocitopenia em geral acontece principalmente no regime 21 
on-7 off (Weller et al., 2013). 
Alguns estudos de fase I e II testaram a eficácia e segurança da combinação da TMZ com outros 
fármacos tais como bevacizumabe, nitrosuréias, interferon, irinotecano, doxorrubicina peguilhada, 
cisplatina, capecitabina e sorafenibe. De maneira geral, esses estudos falharam em demonstrar que a 
combinação é melhor que a TMZ ou bevacizumabe sozinhos (Weller et al., 2013). 
O estudo clínico que demonstrou benefícios do uso da TMZ (Stupp et al., 2005) também coletou 
dados sobre o status de metilação da região promotora do gene MGMT (cuja função já foi descrita na 
seção anterior, página 25) e na mesma edição do NEJM, demonstrou-se que a combinação de TMZ e 
radioterapia tem efeito máximo no grupo de pacientes que apresentavam essa região metilada (Hegi et 
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al., 2005). Esses resultados indicavam que a adição de inibidores dessa enzima poderia beneficiar os 
pacientes com maior expressão, e consequente maior reparo, mas até o momento estudos clínicos 
falharam em demonstrar essa relação (Warren et al., 2012). 
 
1.1.2.4.Inibidores da topoisomerase 
Inibidores da topoisomerase foram amplamente estudados por existir grande similaridade de 
sequências entre topoisomerases de eucariotos e procariotos, sendo os achados importantes tanto no 
ramo da microbiologia quanto da oncologia. Inibidores de topoisomerase eucariótica 1B são divididos 
entre campotencinas e não-campototencinas devido a sua primeira identificação. Campotencinas agem 
como inibidores que previnem a re-ligação das fitas de DNA quebradas, estabilizando o complexo DNA-
enzima, levando a danos ao DNA e consequente indução de morte celular. Pertencem a essa classe 
produtos naturais, extraídos da planta Camptotheca acuminata, e os derivados sintéticos irinotecano e 
topotecano. Algumas características limitam seu uso, como a insolubilidade em água e a tautomerização 
para o estado carboxilado inativo em pH fisiológico, além de formação de complexo de clivagem altamente 
instáveis (Bansal et al., 2017). 
Irinotecano (CPT-11) é administrado de maneira intravenosa na concentração de 125 mg/m2 
durante 90 minutos uma vez por semana por quatro semanas, com intervalo de duas semanas; ou na 
concentração de 350 mg/m2 a cada 21 dias (Page e Takimoto, 2008). É administrado como uma pró-droga 
que é altamente metabolizada por enzimas carboxilesterases do fígado ao metabólito ativo 7-etil-
10hidroxicamptotencina (SN-38). Anticonvulsivantes, normalmente administrados concomitante no 
tratamento de gliomas, diminuem a sua biodisponibilidade por competição do metabolismo hepático 
(Carrillo e Munoz, 2012). Estudo de fase II não encontrou efeito aditivo quando utilizado como adjuvante 
a TMZ (Quinn et al., 2009). Outro estudo de fase II em combinação com bevacizumabe apresentou um 
tempo de PFS de 24 meses (Vredenburgh et al., 2007), mas a OS não foi maior do que com administração 
de bevacizumabe sozinho (Friedman et al., 2009). 
Existem ainda inibidores da topoisomerase II, que são classificados como intercalantes (ex: 
doxorubicina e mitoxantrona) e não intercalantes (ex: etoposídeo e teniposídeo). Antraciclinas como a 
doxorubicina são inibidores potentes, contudo exibem atividade mielosupressora e cardiotoxicidade como 
efeitos colaterais (Bansal et al., 2017). 
O etoposídeo inibe a topoisomerase do tipo II, estabilizando o complexo DNA-enzima, impedindo 
a re-ligação do DNA, agindo principalmente em TopoIIβ. É um fármaco que começou a ser utilizado em 
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estudos clínicos ainda na década de 70 e já foi testado contra muitos tipos de câncer, incluindo pulmão, 
mama, colorretal, hematológicos, etc (Fulton et al., 1996). Entre a década de 90 e 2010 foi testado como 
adjuvante nas terapias para gliomas, que confirmaram segurança para esse uso quando administrado de 
maneira metronônica (em baixas doses constantes), porém o aumento na sobrevida é o mesmo conferido 
com bevacizumabe sozinho ou em combinação com irinotecano e a toxicidade é maior, desencorajando 
seu uso (Reardon et al., 2009). 
 
1.1.2.5.Outros agentes alquilantes 
Agentes alquilantes tem efeito citotóxico por formares ligações covalentes com os grupos amino, 
carboxil, sulfidril e fosfato de moléculas biológicas importantes, principalmente no DNA, RNA e proteínas, 
sendo o nitrogênio na posição 7 da guanina no DNA particularmente suscetível a alquilação. Esses agentes 
dependem da proliferação celular para sua atividade, embora não sejam específicos para nenhuma fase 
do ciclo celular. A resistência a essa classe de agentes deve-se principalmente a eficiência da conjugação 
com a glutationa ou por melhora nos mecanismos de reparo de dano ao DNA. Embora atuem por 
diferentes mecanismos de ação, essa classe inclui nitrogênio mostarda, nitrosuréias, complexos derivados 
de platina, etc (Page e Takimoto, 2008). 
Agentes alquilantes platinantes como a cisplatina (CPPD) são formados por um complexo 
inorgânico contendo um metal pesado com atividade típica de um agente alquilante não dependente da 
fase do ciclo celular. Esse composto produz ligações cruzadas (cross-links) intra e entre fitas de DNA e 
forma adutos que inibem a síntese de DNA, RNA e proteínas. CPPD é normalmente administrada via 
intravenosa na concentração de 50 mg/m2 (ou mais) a cada 3 semanas ou 20 mg/m2 diariamente por 4 – 
5 dias a cada 3 – 4 semanas. Em todos os casos é importante que o paciente receba uma grande hidratação 
antes e depois a quimioterapia (Page e Takimoto, 2008). Seu uso no tratamento de tumores cerebrais 
decorre da habilidade de cruzar a barreira hemato-encefálica e já foi amplamente testada como adjuvante 
para outros agentes. Estudos de fase II em combinação com BCNU e radioterapia mostram aumento da 
sobrevida média dos pacientes, mas com toxicidade considerável (Carrillo e Munoz, 2012). 
Procarbazina (PCZ) é um agente alquilante não clássico que pertence à família da dacarbazina e 
hexametilamina e contém um grupamento N-metil essencial para a sua atividade. Foi primeiramente 
sintetizada no final dos anos 50 como inibidor de monoaminaoxidase e só depois sua atividade anticâncer 
foi descrita. Ao longo dos anos já foi utilizada para o tratamento de diversos cânceres, incluindo linfoma 
(Hodgkin, não-Hodgkin e nos primários de SNC), tumores cerebrais, mieloma múltiplo, melanoma maligno 
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e carcinoma pulmonar (Armand et al., 2007). Como agente único é administrada na concentração de 4 – 
6  mg/kg/dia via oral até a resposta máxima (Page e Takimoto, 2008). Em combinação, pode ser 
administrada juntamente com bleomicina, etoposídeo, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina e 
prednisona no regime BEACOPP para tratamento de linfoma de Hodgkin ou juntamente com lomustina 
(CCNU) e vincristina (VC) no regime PCV (PCZ+CCNU+VC) para o tratamento de gliomas (Armand et al., 
2007).  
O mecanismo de ação da PCZ não é totalmente entendido mas sabe-se que interfere na síntese 
de DNA, RNA e proteína, provavelmente por inibir a transmetilação dos grupos metila na metionina do t-
RNA, levando a perda da função desse RNA e parada da síntese de proteína. Além disso, esse agente pode 
sofrer auto-oxidação, gerando peróxido de hidrogênio que pode atacar os grupos sulfidril das proteínas 
diretamente ligadas ao DNA na fase S e G2 do ciclo celular. A resistência ao fármaco provavelmente é 
mediada pela atividade de MGMT e deficiência de MSH2 (Armand et al., 2007). 
O tratamento combinado entre PCZ, CCNU e VC (PCV) foi, e ainda é, utilizado para o tratamento 
de astrocitoma anaplásico. Alguns estudos demonstraram, nas últimas décadas, que o regime de 
tratamento PCV não tem grandes efeitos em aumentar a sobrevida do paciente, principalmente quando 
comparado com os novos regimes adotados, portanto esse regime se tornou uma tendência no 
tratamento de tumores recorrentes, em especial para gliomas de menor grau (Armand et al., 2007). 
 
1.1.2.6.Outros agentes anti-microtúbulos 
Paclitaxel (PTX) é um derivado semissintético com um novo anel de taxano. Diferente dos 
alcalóides da vinca, os taxanos promovem a montagem e estabilidade dos microtúbulos, bloqueando o 
ciclo celular na mitose. O PTX é administrado por via intravenosa na concentração de 135 – 175 mg/m2, 
sendo que o tempo de infusão pode demorar entre 3 – 96 horas, a cada três semanas. Também pode ser 
administrado na concentração de 80 mg/m2 toda semana (Page e Takimoto, 2008). A resistência aos 
taxanos normalmente está ligada a superexpressão de βIII-tubulina em alguns cânceres epiteliais. Essa 
isoforma é expressa particularmente por células do SNC e sua expressão em outros tecidos já foi associada 
a um fenótipo aberrante, mais agressivo e clinicamente não favorável. Em gliomas (incluindo astrocitomas 
difusos e oligodendrogliomas) a expressão de βIII-tubulina é aumentada nos tumores de maior grau 




1.1.3.Novas abordagens terapêuticas 
Terapias alvo-dirigidas, como por exemplo feita com anticorpos monoclonais, tem se popularizado 
nos últimos anos para diversos tipos de câncer, gerando um amplo espectro de resultados contra 
diferentes alvos (Dutoit et al., 2016). Para GBM, um grande número de estudos concentra-se na 
administração de bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado anti-fator de crescimento 
endotelial vascular (anti-VEGF), que age sobre a angiogênese. Quando combinado com TMZ em pacientes 
recém diagnosticados, ou seja, como primeira linha de tratamento, não foi capaz de aumentar a sobrevida 
total dos pacientes; a melhora conferida no tempo de PFS não atingiu os níveis desejados e resultou em 
alguns efeitos colaterais (Gilbert et al., 2014). 
Além dos anticorpos monoclonais, outras abordagens visam atacar o sistema imune, seja pela 
exposição de células dendríticas a múltiplos sinais ou pela utilização de uma vacina anti-EGFRvIII. Essa 
última abordagem, denominada Rindopepimute,  foi demonstrada satisfatória no estudo ACTIVATE de fase 
II combinada à TMZ (ACTIVATE II), com uma sobrevida de 21,8 meses (Choi et al., 2009). O estudo de fase 
III com Rindopepimute foi descontinuado em março de 2016 após a segunda análise parcial demonstrar 
falha em aumento da sobrevida comparado ao padrão (20,1 vs 20 meses) (Elsamadicy et al., 2017). 
Outra estratégia imunológica para o tratamento é a utilização de um anticorpo que inibe o 
receptor de morte programada 1 de célula T (PD-1) ou o seu ligante (PD-L1), dentro do tumor, essa ligação 
induz um escape imunológico, tendo um papel crítico sua iniciação e desenvolvimento (Xue et al., 2017). 
O inibidor de PD-1 (pembrolizumabe) já levou a respostas satisfatórias em pacientes com melanoma 
avançado, câncer de pulmão de não pequenas células e carcinoma renal (Polivka et al., 2017). Em gliomas, 
um estudo clínico foi iniciado em 2014, mas ainda não apresenta resultados parciais (NCT02017717). 
 
1.1.3.1.Mebendazole 
Bizimidazol é uma classe de moléculas que compreende agentes parasitários como albendazol e 
mebendazol (MBZ). Esses dois já foram descritos também com atividade anti-tumoral, uma vez que seu 
mecanismo de ação consiste em bloqueio da formação da cadeia de tubulina. MBZ faz parte de uma lista 
de fármacos que vem sendo repropostos nos últimos anos com ação sinérgica com outros e capacidade 
de ultrapassar a barreira hemato-encefálica (Pantziarka et al., 2014). 
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Normalmente é administrado por via oral em comprimidos mastigáveis na dose de 100 – 200 
mg/dia por três dias para tratamento agudo de parasitoses, mas que podem ser ingeridos por longos 
períodos (3 a 6 meses) em concentrações de 40 – 50 mg/kg/dia, como no caso do tratamento de 
equinococose cística. Apenas cerca de 20% da dose oral atinge a circulação sistêmica, e quando compara-
se administração aguda com crônica a concentração plasmática pode dobrar ou triplicar na última forma. 
Em pacientes em tratamento para hidatidose, uma única ingestão (das 4 administrações diárias) é capaz 
de gerar um pico plasmático de 0,47 µM. De maneira geral, mesmo em longas administrações, é bem 
tolerado e com poucas reações adversas, que quando acontecem são pontuais em alguns pacientes 
(Pantziarka et al., 2014). 
Em 2002 já foi demonstrado que MBZ induz apoptose de maneira dose e tempo dependente em 
linhagens de células de pulmão, após parada em G2-M, sem efeito em células normais (HUVEC e 
fibroblastos WI38). Os mesmos autores confirmaram que esse fármaco é capaz de inibir o crescimento de 
carcinomas de mama, ovário e cólon e osteosarcomas. Em todos os experimentos, o IC50 utilizado foi 
inferior a concentração plasmática máxima (Mukhopadhyay et al., 2002). Em linhagens de câncer de 
pulmão, induz parada em mitose, seguida de apoptose, através de ativação de caspase e liberação de 
citocromo c, além de aumentar a despolimerização da tubulina (Sasaki et al., 2002). Um estudo em 
melanomas mostrou que células de melanoma, mas não melanócitos, entram em apoptose após esse 
bloqueio, sugerindo que, nesse tipo celular, mecanismos de reparo ao dano estão envolvidos 
principalmente via fosforilação e inativação de Bcl-2 (um mediador chave de dano à microtúbulo) 
(Doudican et al., 2008) e diminuição de XIAP (Doudican et al., 2013) in vitro e in vivo. 
A descoberta do efeito anti-tumoral de MBZ em GBM aconteceu em partes devido ao acaso em 
2011. Após sucessivas falhas no estabelecimento de tumores em colônias de animais tratados para 
infecções parasitárias com fenbendazole, Bai e colaboradores testaram os efeitos de uma gama de 
benzimidazoles in vitro contra linhagens de GBM; MBZ e albendazol (ABZ) apresentaram os melhores 
resultados entre eles. MBZ foi utilizado para ensaios in vivo e foi demonstrado um aumento de sobrevida 
em dois modelos animais testados (gliomas singênicos, com GL261, e xenográficos ortotópicos, utilizando 
linhagem de GBM humano com neuroesferas semelhantes a células-tronco) (Bai et al., 2011).  
Atualmente existem três estudos clínicos de fase I registrados para o tratamento de tumores do 
sistema nervoso central com esse fármaco: dois deles em combinação com TMZ, sendo um para tratar 
GBM (NCT01729260) e outro para tumores cerebrais pediátricos recorrentes/progressivos 
(NCT02644291); e um em combinação com vincristina, carboplatina, irinotecano e bevacizumabe que 
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inclui gliomas de alto e de baixo grau (NCT01837862). Até o momento nenhum deles apresentava 
resultados parciais (ClinicalTrials.gov foi acessado em abril de 2017) 
 
1.1.4.Tratamentos de segunda linha/recorrência 
Após o tratamento de primeira linha, muitos pacientes apresentam recorrência em 7 – 10 meses 
do início da terapia. Nesse momento, além da ressecção cirúrgica, que pode ser considerada para reduzir 
os efeitos do volume intracranial e permitir uma nova triagem histológica/molecular, terapias de resgate 
administradas incluem bevacizumabe, TMZ e outros agentes alquilantes, tais como nitrosuréias e 
carboplatina. 
1.1.4.1.Anticorpos monoclonais 
A imunoterapia foi recentemente incorporada na prática clínica: em 2011 com a aprovação do 
ipilimumab para melanoma metastático. Para gliomas, a imunoterapia apresentou-se promissora mas 
falhou em gerar resultados comparáveis a outros tumores, sendo que EGFRvIII tem sido considerado o 
alvo ideal, com bons resultados em estudos de fase II, mas requer resultados de fase III (Veliz et al., 2015). 
Embora o estudo clínico que incluía bevacizumabe como terapia de primeira linha tenha falhado 
(Gilbert et al., 2014), diversos países já aprovaram seu uso na recorrência, uma vez que nestes casos 
estudos de fase II mostraram melhora dos sintomas e resposta radiológica de 30% com aumento no PFS e 
na sobrevida total (Kreisl et al., 2009; Veliz et al., 2015). Uma meta-análise revisando artigos até agosto de 
2016 reportou resultados de oito estudos clínicos randomizados controlados, com mais de dois mil 
pacientes, sendo que a média do tempo de progressão livre de doença foi maior nos grupos tratados com 
bevacizumabe do que na terapia padrão, sem diferenças significativas na sobrevida total. Nesses 
pacientes, a taxa de sobrevida 6 meses após o diagnóstico é maior no grupo tratado com bevacizumabe, 
mas a taxa aos 36 meses é maior na terapia padrão (Li et al., 2016).  
Um resumo das concentrações plasmáticas dos fármacos discutidos até o momento e que foram 
utilizados para gerar os resultados apresentados nesse trabalho está apresentado na tabela 1. Essa tabela 
também apresenta o peso molecular, a abreviação nesse trabalho, o nome comercial, estrutura molecular, 
alvo terapêutico, concentração plasmática atingida em pacientes reportada na literatura e concentrações 














utilizadas Nome comercial 
Carmustina 
(214,05 g/mol) 
Alquilante de DNA 
 
27 ng/mL 4 horas após 
implantação dos waffers 
(Bota et al., 2007), 1 – 10 
µg/ml (Garattini e Shore) 
5 e 10 µg/mL = 
23,36 e 46,73 
µM BCNU, Becenun 
Cisplatina 




ciclo cellular  
 
1,5 µg/ml ((Riva et al., 
2000; Urien et al., 2005)) 
até 4 µg/ml ((Siegel-Lakhai 
et al., 2005) (Watanabe et 
al., 2003)) 
2,5 µg/mL = 
8,33 µM e 5,0 
µg/mL = 16,66 
µM Platinil 
Etoposídeo 





fase G2-S  
 
7 - 10,5 µg/mL (Kiya et al., 
1992)) = 11,89 – 17,84 µM 
10 e 30 µg/mL 





(623,14 g/mol) - 
IRINO Inibidor de 
topoisomerase  
0,18 µg/mL = 0,29 µM 
(Chen et al., 2012); 2,1 
µg/mL = 3,37 µM (Horita 
et al., 2010); 1,47 µg/mL = 
2,36 µM (Younis et al., 
2009) 
0,15 e 1,5 
µg/mL = 0,24 e 








9 µg/ml = 38,5 µM  (Lee et 
al., 1985) ou 1– 2 µg/ml = 
4,28 – 8,56 µM (Kastrissios 
et al., 1996) 
0,9 e 9 µg/mL 
= 3,85 e 38,5 
µM CCNU, Citostal 
Mebendazole 







17,5 a 500 ng/mL, sendo a 
média 69,5 – se for 
crônico 137,4 (Braithwaite 
et al., 1982) 
0,5 µg/mL e 5 













2,17 – 3,65 µg/mL = 2,54 – 
4,28 µM  após infusão 
intravenosa de 135 - 175 
mg/m2 (CID = 44155032); 
liquor = 45,5 – 162 pg/mL  
após administração de 
semanal de 60 mg/m2 (= 
190 pM) (Gelderblom et 
al., 2003) 




(257,76 g/mol) – PCZ  
Agente alquilante 
específico para a 
fase S do ciclo 
cellular 
 
540 ng/ ml (He et al., 
2004)= 2,1 µM; 692 ng/mL 
(Preiss et al., 2006)= 2,7 
µM 
0,38 e 3,8 µM 
Indicab, Neozine 
Temozolomida 
(194,15 g/mol) – 
TMZ  
Alquilante de 
DNA: metilação na 
posição  N7 da 
guanina, O3 da 
adenosina e/ou O6 
da guanina 
 
0,10 - 13,99 µg/mL no 
plasma e 0,16 -1,93 no 
líquor (Ostermann et al., 
2004); 13,9 µg/mL (Brada 
et al., 1999) = 70,56 µM 
após administração de 
200 mg/m2, t½ = 1,8 horas 




g/mol) – VBL  
Anti-microtúbulo 
que se liga ao fuso 
mitótico levando a 
“cristalização”, 




2,3 ng/mL após 5 horas do 
início da infusão, podendo 
chegar a 5,0 ng/mL 25 
horas após o início da 
infusão (Stewart et al., 
1983) 




(923,04 g/mol) – VC  
Anti-microtúbulo 







40,5 ng/ml = 43,88 nM 
mas rapidamente diminui 
para 5 ng/ml = 5,42 nM 
(Groninger et al., 2005) 
 
50 e 100 
ng/mL = 54,17 






Farmacogenômica é uma área que se apresenta promissora, uma vez que biomarcadores 
genéticos mostram sucesso como preditores de resposta à droga e de reações adversas. Esses marcadores 
podem ser utilizados na clínica para a escolha do fármaco de acordo com a genômica do paciente e/ou do 
tumor, levando a otimização da dose e do quimioterápico (Agundez et al., 2014). A informação gerada por 
esse tipo de análise pode ser usada na prática clínica de diversas maneiras. A mais conservativa visa 
estratificar populações de pacientes em grupos que devem ou não receber determinado fármaco. Um 
passo além disso seria utilizar essas informações como biomarcadores de resposta clínica, com ajuste de 
dose dependente dos resultados genômicos, monitoramento da resposta à terapia e vigilância da evolução 
clínica do paciente. Um terceiro passo seria utilizar essa abordagem como substituta para o 
monitoramento da evolução  do paciente, porém alguns autores sugerem que esse passo seria quase 
surreal (Agundez et al., 2014). 
Quando os testes de farmacogenômica são incorporados a rotina deve-se ter em mente que os 
testes genotípicos são um substituto de um status metabólico ou de uma resposta clínica de um 
determinado indivíduo, com uma determinada droga, a uma determinada dose, em uma situação 
particular e que muitas outras variáveis podem influenciar o efeito no paciente, como relações de 
genótipo-fenótipo, gene-concentração e gene-dose. Deve-se atentar também para a variabilidade étnica, 
uma vez que testes genotípicos nem sempre estão disponíveis para todas as populações humanas. 
Incertezas da correlação in vivo x in vitro também derivam do fato da ocorrência de processos de indução 
e inibição, que podem modificar a atividade independente do genótipo. Além disso, o fenótipo pode ser 
alterado por outros fatores, incluindo condições ambientais, progressão da doença, terapia concomitante 
com outros fármacos, etc (Agundez et al., 2014). 
Na última década, estudos conduzidos por Geeleher e colaboradores encontraram um modelo de 
predição de sensibilidade a fármacos baseado no sequenciamento do genoma completo, onde a expressão 
de cada gene contribui pelo menos em parte para a predição final. Segundo resultados desse grupo, a 
expressão gênica pode substituir a medida de outros fenótipos que são diretamente relevantes para a 
sensibilidade e capturar tanto aspectos da linhagem parental quanto variações específicas do tumor 




1.1.6.Resistência à terapia 
A rapidez com que as células cancerosas se tornam resistentes é surpreendente. Utilizando 
amostras provenientes de um estudo clínico, um grupo demonstrou que há uma considerável diferença 
entre as células obtidas antes e depois de quatro ciclos da quimioterapia, refutando a hipótese de que a 
resistência acontece devido ao crescimento de um clone mutado. Nesse experimento foi mostrado que a 
quimiosensibilidade é governada pela expressão relativa de mecanismos de sensibilidade e resistência, 
determinados tanto pela genética quanto por fatores ambientais dos tumores. Inicialmente alguns 
tumores se apresentam sensíveis ao tratamento, mas uma vez que essas células são eliminadas, as 
remanescentes podem crescer de maneira a não responder a uma variedade de drogas. Essa resistência 
extrema pode então ser explicada tanto por mutações quanto por alterações de expressão (não 
mutacional e não genético) (Cree e Charlton, 2017). 
 
1.1.6.1.Mecanismos moleculares de resistência 
A rápida resistência adquirida por células tumorais à quimioterapia tem sido um dos maiores 
empecilhos para o sucesso das terapias anticâncer. Estudos buscando bases moleculares para tal 
revelaram inúmeros mecanismos envolvidos, tais como efluxo de fármaco, aquisição de mutantes 
deficientes do alvo para ligação da droga, ou mudança para vias de sobrevivência alternativas. Além disso, 
estudos sugerem que a resistência pode ser independente de mutações e/ou epigenética, principalmente 
nos casos em que uma pequena população, denominada inicialmente como células tronco-tumorais (CSC) 
e mais recentemente como células tumorais tolerantes a droga, apresenta características importantes de 
resistência, tais como aumento de proteínas envolvidas no efluxo de drogas (Sharma et al., 2010).  
Nos tumores, muitas dessas alterações genéticas são silenciosas e não funcionais, sem papel 
significativo na resposta a terapia, outras são geradas por mutações driver, em genes como HER2, EGFR, 
PIK3CA e análises recentes revelam a coexistência de diferentes subclones geneticamente distintos. Essas 
observações têm implicações na prescrição de terapias baseadas na tipagem molecular, baseada em uma 
pequena amostra, indicando a necessidade de uma compreensão maior do perfil oncogênico de eventos 
driver em todo o tumor (Rybinski e Yun, 2016). A coexistência de diversos subclones pode estar ligada a 
entrada das células em um estado persistente de tolerância à droga no qual há pouco ou nenhum 
crescimento populacional inicial e após algum tempo (semanas a meses) uma fração resistente ganha a 
habilidade de crescer mesmo na presença do fármaco e dão origem a uma progênie que é tão sensível à 
exposição quanto os ancestrais (Sharma et al., 2010). 
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Embora nem toda resistência esteja associada a mutações, vale ressaltar que os GBMs recorrentes 
a partir de LGG após o tratamento com agentes alquilantes, como a TMZ, apresentam os níveis de carga 
mutacional associada a subclonalidade mais elevados, mas com poucos clones. Nesse caso a quantidade 
de mutações subclonais pode ser diretamente ligada as mutações induzidas pela terapia através da 
deficiência na maquinaria de reparo por mal pareamento (Mcgranahan e Swanton, 2017). 
1.1.1.1.Mecanismos celulares de resistência 
A resistência a terapia é o maior desafio para melhorar o prognóstico do paciente uma vez que 
tratamentos anticâncer são capazes de eliminar a maioria das células tumorais normais, mas encontram 
dificuldade contra CSC. Essa população tronco apresenta algumas características celulares que a diferencia 
do restante da massa tumoral e, com pequena variação de denominação entre os autores, provou-se que 
está associada a recorrência após o tratamento (Osuka e Van Meir, 2017). A literatura cita alguns principais 
mecanismos celulares que auxiliam essa evasão, como heterogeneidade, aumento de bombas de efluxo 
de droga, aumento de reparo no DNA, apoptose e autofagia anormais, além disso pode ocorrer redução 
de ativação de pró-drogas ou aumento da inativação (Pan et al., 2016; Lei et al., 2017). Um dos motivos 
para se acreditar em mecanismos não-mutacionais que justificam a resistência encontra-se no fato de que 
o retratamento é capaz de eliminar uma quantidade significativa de células remanescentes da primeira 
rodada, como já foi demonstrado em câncer de pulmão de não-pequenas células (NSCLC) tratados com 
inibidores de EGFR (Sharma et al., 2010). 
CSC apresentam aumento de transportadores ABC, que são proteínas de transporte de membrana 
que bombeiam agentes quimioterápicos para fora da célula. Esse mecanismo de expulsão de drogas 
superativo permite a distinção e isolamento dessas células por citometria de fluxo; uma vez que CSC 
expulsam melhor os corantes que outras células, elas não são marcadas, aparecendo nos gráficos em uma 
região denominada “Side population”. Caso a droga invada a célula, ultrapassando o mecanismo de 
resistência anterior, enzimas intracelulares que inativam fármacos entram em ação, gerando uma segunda 
frente de resistência. Nas CSC pode ocorrer tanto a diminuição de enzimas que transformariam a pró-
droga em droga, quanto aumento das enzimas que transformam o fármaco no seu metabólito inativo 
(Zhao, 2016).  
Quando a droga já entrou na célula e causou lesão, um mecanismo que pode entrar em ação é a 
autofagia. Esse pode levar a destruição de componentes citoplasmáticos menos importantes, em resposta 
a pressão mecânica, terapêutica ou de metabólitos, promovendo a sobrevivência da célula. Alguns estudos 
mostram que inibidores da via de autofagia, como a cloroquina, podem sensibilizar as células a 
quimioterapia (Yan et al., 2016; Zhao, 2016). 
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As células que tiveram todos os seus mecanismos de defesa e resistência abordados até agora 
burlados por algum quimioterápico, podem evitar os danos causados durante a replicação entrando em 
um estado de dormência ou quiescência. Uma vez que a maioria dos quimioterápicos, e a radioterapia, 
tem como alvo células em rápida proliferação, a ausência da passagem pela fase S pode evitar a ação de 
agentes alquilantes, por exemplo, com isso a quantidade de dano ao DNA, que poderia levar a PCD, será 
menor, mesmo que o aumento nas vias de reparo também exista como um mecanismo adicional em 
algumas células, especialmente nas CSCs. Estimular a rápida proliferação e inibir vias de reparo pode 
ajudar a sensibilizar essas células aos quimioterápicos visto que células com o DNA lesado geralmente 
entram em apoptose. Esse mecanismo de PCD elimina células doentes, envelhecidas ou indesejáveis, 
contudo, em células tumorais há um desbalanço nessa via de sinalização, que é mais evidente em CSCs. 
Em resposta a terapia, CSCs podem aumentar sua sinalização pró-sobrevida ou anti-apoptótica e diminuir 
a sinalização pró-apoptótica, resistindo ao tratamento (Zhao, 2016). 
A transição epitélio-mesenquimal (EMT) também pode ser vista como um mecanismo do qual as 
células tumorais fazem uso para evadir as terapias convencionais. Nesse escape há modificação de 
marcadores epiteliais, como E-caderinas e β-cateteninas, para marcadores mesenquimais, como 
vimentina e fibronectina, acionados por vários tipos de fatores de transcrição induzidos por EMT, como 
Snail, Twist, e KLF8. As células que passam por essa transformação são mais aptas a se dissociar do tumor 
principal, capazes de migrar, invadir matrizes de membrana basal e envelopes vasculares e cair na 
circulação sanguínea para gerar metástases a distância. Recentemente essa alteração foi ligada às CSCs 
(Zhao, 2016). 
Embora a autofagia tenha sido relatada acima como um mecanismo de resistência das células 
tumorais ao tratamento, sabe-se que esse processo celular tem papel duplo, e se acontecer em excesso 
pode levar as células a morte. Como supressora tumoral, a autofagia pode proteger da acumulação de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e proteínas ou organelas danificadas, mantendo a homeostase celular. 
Porém, uma vez que as mutações driver já aconteceram e o tumor estiver se estabelecendo, esse mesmo 
mecanismo pode protegê-lo de estresse externo e facilitar a sua sobrevivência (Filippi-Chiela et al., 2013; 
Vessoni et al., 2013). Por exemplo, há inibição de mTORC1 e Ulk1 que resultam na ativação da via 
autofágica no período hipóxico que antecede a angiogênese. Esse mecanismo também tem papel pró-
tumoral participando do efeito Warburg e ajudando o desenvolvimento de metástases por bloquear a 
morte celular por anoikis. Durante o processo de autofagia, constituintes citoplasmáticos são englobados 
por uma dupla membrana formando o autofagossomo, esse se funde com o lisossomo dando origem ao 
autolisossomo, o conteúdo enclausurado é degradado por proteases lisossomais, principalmente 
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catepsinas. Algumas proteínas têm papel central nesse mecanismo e por isso são consideradas indicadores 
do fluxo autofágico, como a proteína associada a microtúbulos de cadeia leve 3 (Microtubule-associated 
proteins (MAPs) 1A/1B light chain 3 (LC3)) e a proteína ligadora de ubiquitina p62 (sequestrossomo 1, 
p62). LC3-I é lipidada por ATG4 e covalentemente conjugada a membrana externa do autofagossomo 
tornando-se LC3-II, seu acúmulo representa autofagia inicial. Já p62 direciona agregados de proteínas 
poliubiquitinadas para o autofagossomo por se ligar a LC3-I, ambas são degradadas conforme o processo 
acontece. Isso significa que diminuições de p62 indicam estágios tardios da autofagia, enquanto que 
aumentos indicam inibição e consequente interferência na proliferação por interferência com a via NF-кB 
ou aumento de ROS. Um exemplo de inibidor dessa via é a cloroquina, um fármaco antimalárico, que 
previne a maturação do autofagossomo e inibe a degradação lisossomal (Bischof et al., 2017). Um estudo 
clínico de fase II para avaliar sua eficácia em gliomas, combinada a TMZ e RTX, demonstrou uma sobrevida 
média de 15,6 meses nos pacientes que receberam também hidroxicloroquina e tiveram a autofagia 
inibida, porém a dose máxima demonstrou neutropenia e trombocitopenia de grau 3 e 4, enquanto a dose 
de 600 mg/m2 não foi capaz de aumentar a sobrevida (Rosenfeld et al., 2014). 
 
1.2.CAPÍTULO II – ENSAIOS DE PREDIÇÃO À RESPOSTA IN VITRO 
1.2.1.História da terapia personalizada em câncer 
Tumores humanos são sistemas complexos formados por múltiplas classes de células malignas, 
além de células normais, estroma e linfócitos. Mesmo tumores classificados na mesma classe histológica 
tem grandes diferenças individuais em relação a espectro de resposta a fármacos (Hoffman, 1993). Além 
disso, sabe-se que esses tumores apresentam diferenças moleculares e de comportamento biológico, e 
que essas alterações acontecem tanto entre diferentes pacientes quanto em diferentes áreas do tumor 
de um mesmo paciente (Volm e Efferth, 2015).  
A quimioterapia de tumores malignos atualmente baseia-se apenas em resultados de estudos 
prospectivos, randomizados, duplo cego de fase III e seus correspondentes protocolos clínicos (guidelines), 
ou seja, em análises de probabilidade de sucesso de determinada escolha. Esse tipo de conduta não leva 
em consideração a resposta individual de paciente baseado na heterogeneidade dos tumores (Volm e 
Efferth, 2015). Além disso, o modelo atual de escolha de quimioterapia não leva em consideração que o 
paciente pode ser submetido a um agente que além de não lhe causar nenhum benefício, ainda pode 
trazer efeitos colaterais (Von Hoff et al., 1990).  
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Segundo alguns autores, a quimioterapia para câncer ainda trata diferentes doenças com os 
mesmos medicamentos, o que explica a falha em muitos pacientes. Para esses autores apenas a terapia 
baseada na individualidade de cada doença em cada paciente poderia ser resultar no tratamento 
adequado. Além disso, seria imprescindível saber quais drogas funcionariam apropriadamente quando 
administradas a um determinado paciente. Apenas com esse conhecimento o oncologista poderia utilizar 
das suas habilidades para receitar o melhor regime apesar dos efeitos colaterais (Ene e Holland, 2015; 
Perry e Wesseling, 2016; Weathers e Gilbert, 2016). 
A ideia de que oncologistas poderiam aplicar testes in vitro para determinar o melhor tratamento, 
semelhante ao feito por microbiologistas, já é descrita na literatura há mais de 50 anos e relatos de 
tentativas de desenvolvimento de sistemas de predição in vitro se estendem até a década de 40 (Cline, 
1969).  Eagle chama a atenção em já em 1956 sobre a importância da correta escolha dos meios de cultura: 
que devem manter o mesmo aporte do tecido de vitaminas, sais minerais, glicose, aminoácidos e fatores 
de crescimento; e dos fármacos: cuja ativação e inativação do metabólito in vitro e in vivo devem ser 
semelhantes (Eagle e Foley, 1956). 
Ao longo dos anos, diferentes tipos de teste foram utilizados para predição da resposta individual 
in vitro. Revisando a literatura, desde artigos anteriores a 1980 (Von Hoff e Weisenthal, 1980; Von Hoff, 
1990) até 2015 (Volm e Efferth, 2015), podemos observar que há um consenso quanto a capacidade de 
predição de resistência ao tratamento, mas não de sensibilidade. Ou seja, testes in vitro conseguem prever 
quais fármacos não funcionarão em determinado tumor, mas ainda falham em apontar qual seria a melhor 
terapia entre todas disponíveis (Cree, 2013).  
Nas primeiras décadas houve um grande foco em ensaio clonogênicos e diferentes protocolos 
foram desenvolvidos e melhorados em vários laboratórios. Porém, até a década de 90, quase 50 anos 
depois do início, mesmo com todas as melhoras, a relutância dos oncologistas em aceitar esse tipo de 
abordagem ainda era grande (Cramer e Woltering, 1991). 
Em 2004 a ASCO publicou um artigo sistemático contemplando a revisão de 1139 resumos 
publicados entre 1966 e janeiro de 2004, dos quais, apenas 12 artigos se encaixavam em todos os padrões 
de ensaios de quimiosensibilidade e quimioresistência in vitro (CRSA). Naquele momento, a ASCO não 
recomendou o uso desse tipo de ensaios para influenciar a conduta do tratamento dos pacientes. 
Outrossim, recomendou que o oncologista deveria basear-se em resultados de estudos clínicos, status de 
saúde do paciente, e outras preferências para a conduta de tratamento (Schrag et al., 2004). A revisão 
contemplou sete tipos diferentes de ensaio que serão descritos de maneira mais detalhada a frente, a 
citar: HTCA (Human Tumor Cloning Assay) CCS (Capillary Cloning System), DiSC (Differential Staining 
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Toxicity), MTT (Methyl Thiazolyl-diphenyl-Tetrazolium bromide), ATP (Adenosine Triphosphate 
bioluminescence), EDR (Extreme Drug Resistance Assay), SRCA (Subrenal Capsule Assay). Esse artigo gerou 
intenso debate na literatura, com vários artigos de revisão contestando essa recomendação. 
Nessa mesma edição do Journal of Clinical Oncology, Samson e colaboradores publicaram uma 
revisão sistemática da literatura utilizando 11 artigos científicos que contemplavam os mesmos sete 
diferentes ensaios in vitro citados acima. Nesta revisão encontraram uma alta taxa de resposta nas terapias 
guiadas por testes in vitro, mas atribuem essa diferença a vieses experimentais e reiteram o fato de que 
não há evidências suficientes para  dizer se essa abordagem é melhor do que a administração padrão da 
quimioterapia, outrossim, sugerem que sejam feitos mais ensaios clínicos randomizados (Samson et al., 
2004) 
Em 2011 houve a publicação de uma nova revisão da literatura feita pela ASCO, contemplando 21 
artigos que utilizaram CRSA entre dezembro de 2003 e maio de 2010 (Burstein et al., 2011). Neste segundo 
momento a revisão da literatura também não conseguiu identificar, entre os estudos, evidências 
suficientes para suportar o uso de CRSA na prática clínica e a ASCO continua a não recomendar seu uso 
para a escolha da terapia pelo oncologista, mantendo a posição do guideline publicado em 2004. 
Em 2015, Volm e colaboradores publicaram uma revisão, sumarizando os resultados da literatura 
de predição in vitro de milhares de pacientes e seus resultados in vivo, confirmando que é mais fácil 
predizer resistência à quimioterapia do que sensibilidade, em outra palavras, Volm mostrou que os testes 
de sensibilidade in vitro são bons para predizer quais quimioterápicos não devem ser administrados ao 
paciente, mas ainda são falhos em decidir qual deve ser administrado para garantir total regressão do 
tumor (Volm e Efferth, 2015), reforçando o que já era dito nas décadas anteriores (Cline, 1969; Von Hoff, 
1990). 
 
1.2.2.Ensaios de sensibilidade in vitro 
Testes de predição a sensibilidade in vitro não são novos na literatura e há registros de 
experimentos na década de 40 e 50 que tentaram correlacionar os efeitos de antineoplásicos em sistemas 
in vitro com a atividade antitumoral in vivo (Von Hoff e Weisenthal, 1980). Porém, uma ampla variação de 
sensibilidade ao mesmo quimioterápico, considerando tumores com similaridade histológica, já era 
reportada na antes da década de 80 (Dendy, 1980). 
Desde a década de 60 sabe-se que o sucesso dos ensaios de predição in vitro dependem de 
condições mínimas nas quais: as drogas devem ser administradas na sua forma ativa ou o sistema deve 
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ser capaz de convertê-la na sua forma ativa; o metabolismo das células malignas in vitro e in vivo deve ser 
semelhante; deve-se manter a droga por tempo suficiente para que o mecanismo de ação da droga se 
manifeste; também deve-se ter cuidado para que a amostra utilizada seja representativa do tumor, o que 
em amostras de tumores líquidos não é um problema tão grande quanto em tumores sólidos (Cline, 1969).  
Ainda na década de 70 alguns autores sugeriram que o número de passagens poderia influenciar 
na sensibilidade aos quimioterápicos e que culturas primárias eram preferíveis a culturas com passagens 
quando se buscasse determinar a sensibilidade de um paciente em particular (Berry 1975 e Fuskova 1977). 
Ainda nos anos 70, Twentyman comprovou o que dados da literatura sugeriam: análises feitas com 
células tumorais processadas, tratadas e analisadas em curto prazo podem revelar falsos positivos. Ou 
seja, caso todo o processo seja feito de forma aguda, considerando o preparo desde a ressecção cirúrgica 
da massa tumoral em uma suspensão de células únicas seguidas de tratamento e medidas de viabilidade, 
haverá uma fração de células já fragilizadas pelo processamento que serão eliminadas mais facilmente 
pelo quimioterápico, sugerindo uma (falsa) eficiência do tratamento. O autor nomeou esse fenômeno 
como “recovery from potentially lethal damage” e sugere que esse fenômeno pode justificar algumas 
diferenças encontradas entre resultados in vitro e in vivo, pois no segundo caso as células não sofrem 
injúrias ou estresses prévio capazes de sensibilizá-las à morte (Twentyman, 1978).  
Além disso, von Hoff já falava nos anos 80 que deve-se tomar cuidado com a concentração do 
fármaco e que o teste precisa ser de simples execução, de baixo custo e alta reprodutibilidade, com boa 
correlação entre os resultados in vitro e in vivo, sendo o mais importante, que apresente melhor 
sensibilidade que especificidade (Von Hoff e Weisenthal, 1980). Neste caso, as condições de cultivo das 
células devem se aproximar das condições do tecido a que pertencem, uma vez que a adição/remoção de 
fatores de crescimento e hormônios podem afetar a cinética do crescimento celular e deve-se atentar para 
o fato de que o preparo de suspensões para isolamento das células destrói a arquitetura original e pode 
manter células não tumorais, levando a mudanças na quimiossensibilidade (Von Hoff e Weisenthal, 1980). 
Neste contexto, um ponto crítico para a correlação da resposta in vitro com o sucesso da terapia in vitro 
refere-se ao uso do quimioterápico, que deve representar a concentração atingida no paciente, a qual 
deve ser mantida nessa faixa pelo mesmo tempo que é atingida no tumor considerando-se a mesma 




1.2.3.Tipos de ensaios celulares de predição mais utilizados 
1.2.3.1.CRSA  
Ensaios de quimioressistência e quimiossensibilidade in vitro (In vitro Chemotherapy Sensitivity 
and Resistance Assays, CSRAs) podem ser desenvolvidos com diferentes protocolos e ser classificados de 
diferentes maneiras, sendo que pequenas variações na técnica podem ou não resultar em alterações na 
sua sigla. Seguiremos a classificação utilizada pela ASCO do artigo de 2004: SRCA, HTCA, CCS, DiSC, MTT, 
ATP, EDR (Schrag et al., 2004). 
Diferentes métodos foram desenvolvidos nos últimos 70 anos para determinar a sensibilidade de 
células tumorais in vitro de maneira que se assemelhe a resposta in vivo. Até o momento os autores, 
embora não tenham chegado em um consenso sobre o melhor método de cultivo e avaliação da resposta, 
já identificaram cuidados importantes para a correta translação dos resultados. Eagle já chamou a atenção 
para o correto uso de meios de cultura e fatores de crescimento (Eagle e Foley, 1956). Cline já pontuou 
que o fármaco precisa ser administrado ao sistema já na forma ativa ou possa ser ativado in vitro, e deve 
ser mantido por tempo e concentração semelhante para que se observem os mesmos efeitos que no 
paciente; ainda pontuou que para que isso aconteça a amostra retirada do tumor precisa ser significativa 
(Cline, 1969). Hoffman menciona que células em esferoides apresentam maior resistência ao fármaco que 
em monocamada, e que esse sistema 3D de cultura se aproximaria mais da realidade encontrada no 
paciente (Hoffman, 1993). 
 
1.2.3.2.Ensaio clonogênico (HTCA) 
Em 1977 Hamburger e Salmon publicaram um protocolo para o sistema de formação de esferas 
clonais (Human Tumor Clonogenic Assay, HTCA) in vitro a partir de uma biópsia do tumor, esse ensaio 
tornou-se o mais popular entre os laboratórios nos anos seguintes por permitir o uso de diferentes tipos 
celulares, desde tumores sólidos até medula óssea (Hamburger e Salmon, 1977).  
Nesse protocolo, a massa tumoral proveniente da ressecção cirúrgica é dissociada em uma 
suspensão de células únicas que é então incubada com fármacos na concentração de 1/10 da plasmática 
ou 1/10 da área sob a curva dessa concentração por 1 hora. Após esse período o fármaco é removido e as 
células são cultivadas embebidas em meio de cultura misturado com ágar, adicionadas sobre uma camada 
prévia de ágar, por pelo menos 10 – 14 dias. Ao final, o número de colônias formadas é contada em um 
microscópio e os resultados apresentados em porcentagem de diminuição das unidades formadoras de 
colônias (TCFUs) (Cramer e Woltering, 1991). 
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A maioria dos estudos com esse tipo de abordagem foi conduzida por Von Hoff, indicando que os 
testes de HTCA apresentam uma taxa maior de 90% de predição de verdadeiro negativo (resistência ao 
fármaco) e quase 70% de correlação verdadeiro positivo (sensibilidade ao fármaco), com uma 
sensibilidade (verdadeiro positivo/verdadeiro positivo + falso negativo) em torno de 80% e uma 
especificidade (verdadeiro negativo/falso negativo + falso positivo) de 86% (Von Hoff e Weisenthal, 1980; 
Von Hoff, 1990). Na década de 80 alguns autores reportaram que apenas entre 30 – 70% das amostras 
testadas puderam ser avaliadas, limitado a utilidade deste tipo de ensaio. Outros autores reportaram que 
a eficiência poderia ser dependente do tipo de tecido utilizado, e que suspensões celulares funcionariam 
melhor para tumores hematológicos, enquanto que, para tumores sólidos a arquitetura do tecido parecia 
ser importante para melhores correlações (Furukawa et al., 1995). Von Hoff nas suas análises encontrou 
que as melhores correlações em tumores sólidos eram para tumores de ovário, útero, rim, cérebro e 
mesotelioma (Von Hoff et al., 1990). 
Esses resultados podem ser comparados com especificidade do antibiograma, uma vez que em 
torno de 60% dos pacientes apresentam resposta clínica favorável quando tratados com o antibiótico 
definido pelos testes in vitro; assim como os testes para quimioterápicos, antibiogramas são mais efetivos 
em predizer resistência que sensibilidade, mas diferente dos ensaios com quimioterápicos, estes são 
amplamente utilizados na clínica (Cramer e Woltering, 1991). 
Um dos problemas apontado na década de 90 por diferentes autores, e revisado por Hoffman, 
nessa metodologia parece ser a formação de coágulos/agregados devido a incorreta homogeneização das 
células no início do experimento. Esse viés poderia gerar falsos negativos, ou seja, ao final do experimento 
o pesquisador encontra colônias e acredita que seu fármaco não teve ação e deduz que o paciente seria 
resistente ao fármaco (Hoffman, 1993).  
Diferenças já foram reportadas entre colônias e monocamada celular antes da década de 90, 
sendo a monocamada muito mais sensível aos quimioterápicos do que as células em esferoides, essa 
diferença pode ser explicada pela maior concentração de células tronco-tumorais nas esferas e pelo 
gradiente de pH e oxigênio que podem apresentar, maior semelhança ao tumor in vitro. Deve-se manter 
em mente também que células tronco-tumorais podem estar em estado reversível de não divisão celular 
(G0) e quando colocadas para formar colônias não se dividirem com a mesma velocidade das demais, ou 
seja, não formam colônias como as demais; sendo assim, talvez as esferas sensíveis sejam formadas por 





Ensaios de resposta a droga utilizando cultura de tecidos (Histoculture Drug Response Assay, 
HDRA) já foram utilizados há mais de duas décadas para testes de predição de sensibilidade in vitro por 
preservarem a arquitetura e função do tecido. Esses dois fatores, arquitetura e função, podem ajudar a 
aumentar a taxa de sucesso na realização dos testes, maiores que 90%, enquanto que nos testes de HTCA 
esse sucesso pode variar de 30 – 70% dependendo do autor (Furukawa et al., 1995). Um dos primeiros 
ensaios utilizando HDRA foi conduzido por Hoffman que utilizou histocultura sobre um suporte de gel, 
desenvolvendo uma nova abordagem que permitiu pelo menos 80% de sucesso da cultura. 
As principais vantagens desse ensaio, além da manutenção da arquitetura e função já citadas, 
consistem no uso de resultados morfológicos, como a detecção de proliferação por microscópio de luz 
polarizada (o que pode inclusive ser semi-automatizado). Além disso a viabilidade das células tumorais e 
não tumorais pode ser medida em alta resolução através de exclusão/inclusão de corantes fluorescentes 
e a atividade metabólica medida através da redução de corantes como MTT, bem como análises de 
imagem e pontos finais não destrutivos (ex: consumo de glicose). Esses fatores fazem com que a taxa de 
sucesso na realização dos testes seja alta e permitem a testagem de múltiplos agentes em sequência, 
utilizando pequenos pedaços do tumor, garantindo baixa frequência de falsos negativos e falsos positivos. 
A manutenção da heterogeneidade de células permite ainda avaliar o comportamento de células do 
sistema imune infiltradas no tumor. Dependendo de como o ensaio for conduzido, pode demorar entre 3 
a 14 dias (Hoffman, 1993). 
Furukawa em 1995, utilizando ensaio de HDRA e leitura de MTT como resultado final, reportou 
uma correlação de sensibilidade in vitro e in vivo maior de 90%, com 100% de verdadeiros negativos e 
quase 70% de verdadeiro negativo, 100% de sensibilidade e 90% de especificidade para câncer gástrico e 
colorretal, ambos em estágio avançado. Em artigo anterior do mesmo grupo, com tumores de cabeça e 
pescoço, a acurácia foi maior que 70%, o valor preditivo positivo maior que 80% e a sensibilidade maior 
que 70%, com especificidade de quase 80%. Nesse artigo Furukawa cita autores que mostraram uma 
correlação de aproximadamente 90% entre ensaios de HDRA com implantes xenográficos em 




1.2.3.4.Outros métodos de predição in vitro 
DiSC (Differential Staining Cytotoxicity Assay): Esse ensaio detecta membranas intactas através da 
exclusão de corantes, podendo superestimar a viabilidade das células uma vez que células em processo 
de apoptose mantêm a membrana intacta durante algum período (Samson et al., 2004). Shaw reportou 
em 1993, um estudo no qual utilizou esse experimento em tecidos tumorais frescos de NSCLC: as células 
foram incubadas por 4 dias com fármacos nas concentrações de referência, 10x maior e 10x menor que a 
referência; no quinto dia, células sanguíneas vermelhas de pato foram adicionadas, as amostras foram 
centrifugadas e coradas com fast green e/ou nigrosina e contracoradas com HE. Células vivas são capazes 
de excluir a marcação com fast green. Aos pacientes sem marcação de células neuroendócrinas (coradas 
com nigrosina) foi administrado o fármaco com maior atividade in vitro, neste estudo a sobrevida média 
em ambos os grupos foi de 6 meses, com um taxa de resposta em torno de 10% para o grupo de terapia 
guiada por ensaio in vitro e em torno de 13% para o grupo tratado com a quimioterapia padrão (Shaw et 
al., 1993). Cortazar realizou o mesmo protocolo para células de SCLC e observou uma sobrevida média de 
38,5 meses nos pacientes tratados de acordo com o fármaco escolhido pelo tratamento in vitro comparado 
com uma sobrevida de apenas 19 meses no grupo tratado com o quimioterápico tradicional; efeitos 
colaterais não foram reportados (Cortazar et al., 1997) (Samson et al., 2004). 
MTT (Methyl Thiazolyl-diphenyl-Tetrazolium bromide) e ATP (Adenosine Triphosphate 
bioluminescence): estimam o número de células através da atividade metabólica, podendo gerar viés de 
comparação entre células metabolicamente mais ou menos ativas (Samson et al., 2004). Kurbacher utilizou 
suspensões celulares preparadas a partir de biópsias de tecido e efusões malignas de carcinoma de ovário. 
As células foram tratadas por 5 – 7 dias com seis concentrações diferentes do fármaco. O quimioterápico 
foi escolhido com base na curva dose-resposta. Nos pacientes tratados com o quimioterápico escolhido 
com base nos resultados in vitro, a sobrevida média foi maior que 22 meses, enquanto no grupo ao qual 
foi administrado a quimioterapia escolhida de forma tradicional a sobrevida foi de apenas 16 meses. A 
taxa de resposta no primeiro grupo foi de 64% e no segundo de 37%, sendo a diferença estatisticamente 
significativa (Kurbacher et al., 1998). 
EDR (Extreme Drug Resistance Assay): mede a taxa de síntese de DNA, sendo sua atividade boa 
apenas para excluir fármacos aos quais as células mostram extrema resistência. Loizzi realizou um estudo 
com suspensões celulares de carcinoma de ovário recorrente, que foram mantidas por cinco dias em soft 
ágar contendo contínua presença ou ausência do fármaco escolhido em uma única concentração, ao final 
timidina tritiada foi adicionada por pelo menos 24 horas e a radioatividade do homogenato de cada poço 
foi medida. Os resultados foram avaliados de acordo com a razão de incorporação entre células tratadas 
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e não tratadas. O paciente recebeu o fármaco que apresentou menor resistência in vitro. Não foram 
observadas diferenças na sobrevida dos pacientes resistentes aos derivados de platina quando 
comparados os que foram submetidos ao tratamento baseado no ensaio in vitro versus os que receberam 
a quimioterapia tradicional. Porém, no grupo de pacientes sensível à platina, o OR no grupo guiado pelos 
testes in vitro foi de 65% comparado a apenas 35% no outro grupo (Loizzi et al., 2003). 
 
1.2.3.5.Ensaio na cápsula subrenal  
Esse método in vivo de predição de sensibilidade foi inicialmente desenvolvido devido à 
necessidade de testes rápidos para o screening de drogas em tumores xenógrafos estabelecidos em 
camundongos atímicos (Subrenal Capsule Assay, SRCA). Depois, foi melhorado para utilizar tumores 
humanos frescos em um transplante xenógrafo direto (Patient Derived Xenograft, PDX), trazendo a 
possibilidade de utilizá-lo como teste de predição a quimiossensibilidade (Cramer e Woltering, 1991).  
O preparo é semelhante ao dos ensaios clonogênicos: o tumor é processado em pedaços de 1 mm3 
e injetados na cápsula subrenal de camundongos imunocomprometidos. O peso corporal inicial e final são 
medidos, assim como o tamanho inicial e final do tumor. Os animais são expostos aos quimioterápicos do 
1º ao 5º dia após a implantação e sacrificados no 6º dia para medida direta da massa tumoral, o que pode 
ser facilmente realizado uma vez que a cápsula é transparente. A atividade do quimioterápico é reportada 
de acordo com mudanças no tamanho do tumor. As doses de quimioterápicos escolhidas são adaptadas 
para o metabolismo acelerado dos camundongos comparado ao de humanos (Cramer e Woltering, 1991). 
As vantagens na utilização desse método, se comparado ao ensaio clonogênico, se devem 
principalmente pela manutenção da heterogeneidade e da arquitetura inicial do tumor. Os resultados de 
correlação com a clínica não são tão vastos quanto para o ensaio clonogênico, porém há relatos de 
previsão de sensibilidade maior de 90% e resistência maior de 70% (Cramer e Woltering, 1991). 
 
1.2.3.6.PDX 
Nesse modelo as células tumorais derivadas de pacientes são crescidas de forma xenográfica 
subcutaneamente em camundongos imunocomprometidos (Patient Derived Xenograft, PDX) e utilizadas 
geralmente para o desenvolvimento de estudos pré-clínicos de fármacos (Hidalgo et al., 2014). Embora 
discutida em sessão separada, podemos dizer que os modelos atuais de PDX são uma versão repaginada 
dos modelos antigos de SRCA. 
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Estudos conduzidos na década de 1980, já demonstravam alta correlação entre a resposta clínica 
a agentes citotóxicos em pacientes adultos com câncer de pulmão, e a resposta aos mesmos agentes em 
modelos PDX desses mesmos pacientes, demonstrando que essa não é uma técnica nova, mas que 
provavelmente foi subutilizada para essa finalidade nas últimas décadas.  Por outro lado, muitos estudos 
pré-clínicos de fase II com quimioterápicos clássicos foram conduzidos utilizando essa metodologia 
(Hidalgo et al., 2014). 
Nos últimos anos houve uma renovação no interesse em desenvolver modelos de PDX de 
diferentes tipos tumorais, e pode-se dizer que atualmente esse é o modelo pré-clínico preferido, tanto 
pela indústria quanto pela academia, para melhorar o processo de desenvolvimento de fármacos, sendo 
que, mensalmente aumentam as publicações utilizando essa metodologia para diferentes pesquisas 
translacionais. Diferentes protocolos e linhagens de camundongo já foram testadas e apresentam 
diferentes propriedades, a maioria dos laboratórios prefere utilizar injeções subcutâneas em animais 
NOD/SCID ou NOD/SCID/IL2λ- (NSG), mas dependendo do tipo tumoral injeções ortotrópicas também são 
utilizadas. Por exemplo, NSCLC crescido na cápsula subrenal apresenta taxas de 90% de eficiência de 
implantação, enquanto que o mesmo tumor quando crescido de forma subcutânea apresenta taxas de 
implantação menores que 30%; e tumores testiculares só podem ser crescidos de maneira ortotrópica. 
Diz-se que esse modelo é capaz de manter características morfológicas do tumor parental, 
incluindo a estrutura do tecido, como glândulas, produção de mucina, desenvolvimento cístico, etc. A nível 
de expressão gênica também existe uma boa correlação entre os tumores originais e os gerados por PDX 
(Hidalgo et al., 2014). 
 
1.2.4.Dificuldades em implantação na clínica 
Os testes de predição de sensibilidade in vitro não são uma ideia nova na literatura, pois como 
apresentado, estudos da década de 50 já tentavam estabelecer um protocolo que pudesse ser facilmente 
executado e com boa correlação clínica. Embora os dados da literatura apresentem relativa consistência 
e correlação in vitro x in vivo, é sabido que até o presente momento esses testes não têm valor na clínica, 
inclusive que a ASCO não recomenda seu uso. Isso pode ser principalmente devido a: 1) falha no 
crescimento regular dos tumores, 2) controles de qualidade, 3) correspondência na farmacocinética in vivo 
e técnicas do laboratório, 4) exceções teóricas e 5) falta de estudos clínicos bem desenhados (Cramer e 
Woltering, 1991).  
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O primeiro ponto se justifica pelo fato de que nem todos os tumores podem ser facilmente 
cultivados e testados, uma vez que, com todos os avanços na área, ainda há uma parcela de biópsias que 
não crescerão in vitro, e que essa parcela é variável quando se compara o crescimento para ensaios 
clonogênicos ou em PDX por exemplo (Cramer e Woltering, 1991). 
A correspondência entre doses e tempo de exposição de fármacos e a farmacocinética in vivo é 
uma dificuldade reportada desde as primeiras revisões da literatura (Cline, 1969). Quando ensaios in vitro 
são realizados, a cinética de degradação, ativação/inativação hepática e disponibilidade são, de maneira 
geral, diferentes das encontradas no paciente e nos ensaios in vivo. Por exemplo, sabe-se que doses 
maiores do quimioterápico precisam ser administradas aos camundongos para mimetizar os efeitos em 
humanos devido a diferença no metabolismo de ambas espécies (Cramer e Woltering, 1991). 
Porém, talvez um dos fatores que seja mais difícil de resolver, mesmo com os avanços feitos nos 
ensaios, seja a limitação teórica de predição de um evento tão raro quanto a quimiosensibilidade. Autores 
demonstraram que o valor preditivo desses testes é matematicamente limitado pela probabilidade de 
resposta, então a probabilidade de um resultado positivo ser acurado será baixo independente do teste 
per si (Cramer e Woltering, 1991). 
Uma vez que toda quimioterapia se desenvolveu baseada em estudos prospectivos randomizados 
duplo cego de fase III, o uso de ensaios de quimiossensibilidade associado a estudos clínicos que provem 
a sua eficiência ainda é limitado na literatura. Poucos grupos de pesquisa conseguem conduzir estudos 
prospectivos randomizados com quantidade suficiente de pacientes. Talvez um dos estudos mais antigos 
nesse modelo tenha sido conduzido em 1990, na qual 133 pacientes com câncer metastático avançado 
foram randomizados entre a escolha clínica de um quimioterápico ou escolha do quimioterápico com 
melhor efeito nos ensaios clonogênicos, tomando-se cuidado para que sempre fosse administrado apenas 
um agente. Nesse estudo, a taxa de resposta apresentada para o ensaio clonogênico (21%) foi maior que 
para a escolha do médico (apenas 3%) tendo diferença significativa entre os grupos, mas apenas para a 
resposta parcial, sem diferença na sobrevida total entre os grupos (Cramer e Woltering, 1991). 
Já foi discutido na literatura também, o fato de que talvez um único tipo de ensaio de sensibilidade 
in vitro não seja ideal para simular todos os tipos tumorais e que talvez, o desenvolvimento de testes deva 






H1: Alterações genômicas e de fenótipo celular pode auxiliar na busca por combinações de terapias 






Estabelecer um protocolo de predição de resposta in vitro capaz de ajudar a direcionar a 




3.2.1. Realizar culturas de células provenientes de biópsias de tumores do sistema nervoso central. 
3.2.2. Validar marcadores reconhecidos da literatura e encontrar novos marcadores moleculares 
de fenótipos de sensibilidade ou resistência. 
3.2.3. Combinar dados moleculares e farmacológicos para ajudar a racionalizar e personalizar 
tratamentos disponíveis na clínica. 
3.2.4. Buscar novas associações de fármacos que possam potencializar o efeito da temozolomida 
em subgrupos de pacientes baseados nas análises farmacogenômicas. 
3.2.5. Resgatar moléculas com baixa eficiência no tratamento de pacientes não selecionados para 
aplica-la em culturas sensíveis in vitro. 
3.2.6. Analisar fenótipos celulares após o tratamento in vitro com quimioterápicos. 





4. MATERIAIS, MÉTODOS E RESULTADOS GERAIS 
Nessa seção serão detalhados métodos gerais para a obtenção e manutenção das culturas 
primárias, bem como o resultado derivado de cada protocolo. Por esta ser uma tese baseada no 
aprimoramento de metodologias, acreditamos que agrupar essas três seções facilita a leitura e o 
entendimento, uma vez que alguns resultados serviram de base para o desenvolvimento de novos 
protocolos. 
 
4.1.Aspectos éticos envolvidos na obtenção das biópsias 
O presente projeto foi aprovado pelos comitês de ética da Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul (Números dos Pareceres UFRGS: 384.860 e 420.856, Datas das Relatorias: 05/09/2013 e 03/10/2013) 
e da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (Número do Parecer PUCRS: 429.849, Data da 
Relatoria: 18/10/2013), conforme consta no Anexo I – Parecer Consubstanciado do CEP da página 128. 
Anteriormente a essas aprovações, possuíamos colaboração para obtenção de culturas primárias para 
realização de experimentos-piloto com o Dr. Bernardo Garicochea, aprovado pelo comitê de ética da 
PUCRS sob o parecer número 07/03562 de 14 de maio de 2007.  
Todos os pacientes envolvidos nesse estudo realizaram ressecção cirúrgica pela equipe de 
neurocirurgia do Hospital São Lucas (HSL) da PUCRS após diagnóstico por imagem de tumor cerebral – 
possível glioma. Os pacientes foram informados sobre o estudo e concordaram em participar mediante 
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que se encontra no Anexo II – Termo de 
Consentimento da página 132 desta tese. Informações sobre cada paciente encontram-se no Anexo III. 
 
4.2.Estabelecimento das culturas primárias 
4.2.1.Materiais e métodos para obtenção das culturas 
Porções de tecido com características de gliomas são normalmente aspiradas e descartadas 
durante a ressecção cirúrgica, nesse estudo, os fragmentos tumorais ressecados foram doados para a 
realização de testes in vitro. O tamanho e quantidade de fragmentos provenientes de cada paciente foi 
variável e dependeu das condições particulares de cada cirurgia. Após remoção os espécimes foram 
imediatamente acondicionados em solução salina sem cálcio e magnésio (Calcium-Magnesium Free 
Buffer, CMF), contendo glicose (1%), suplementado com penicilina (100U/mL)/estreptomicina (100 
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µg/mL), Canamicina (25 µg/mL) e anfotericina B (0,625 µg/mL) todos comprados da Gibco Laboratories 
(Grand Island, NY, USA) a temperatura ambiente e transportados para a UFRGS. 
O tempo entre a coleta e o processamento foi entre 1 a 3 horas. O tampão escolhido para o 
transporte auxilia a dissociação mecânica por promover a quelação dos íons Ca+2 necessários para 
adequada adesão entre as células. Dessa maneira, houve apenas maceração e homogeneização do tecido 
por “up and down” com uma pipeta de vidro tipo Pasteur, até obtenção de suspensões sem grandes 
agregados celulares. Durante a homogeneização foram realizadas três lavagens, com o mesmo tampão 
utilizado na coleta, e centrifugações para remoção de boa parte das hemácias. Ao final, as células foram 
suspendidas em meio DMEM/F-12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) comprados da Gibco 
Laboratories (Grand Island, NY, USA) e mantidas em incubadora úmida a 37ºC, com 5% de CO2. O meio de 
cultura foi substituído por meio fresco duas vezes por semana durante todo o período de manutenção. 
4.2.2.Resultados do estabelecimento das culturas 
De maneira geral, 24 horas após a coleta e o processamento foi possível observar algumas poucas 
células aderidas entre a suspensão de hemácia, em quantidade variável dependendo da biópsia (Figura 4). 
Esse fato não teve relação com a malignidade, uma vez que mesmo na cultura LS04, proveniente de um 
tumor disembrioblástico benigno, foi possível observar tais células aderentes. Após uma semana em 
cultura foram observados agregados aderentes de células, com esse tempo variando de um dia até um 
mês. O primeiro repique foi feito com tripsina 0,25% (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA) quando 
os frascos de cultura possuíam grandes ilhas proliferativas que, quando dissociadas e homogeneizadas na 
mesma área, atingiam uma confluência média mínima de 50%. Importante ressaltar que esse 
comportamento inicial de proliferação não homogênea foi observado em todas as linhagens citadas. 
Foram realizadas pelo menos duas passagens e o congelamento de um frasco de cada cultura antes do uso 
para os demais experimentos. Após algumas trocas do meio de cultivo a monocamada aderente 
apresentava-se livre de hemácias, sendo que as mesmas eram completamente removidas após a primeira 
passagem. 
As duas primeiras biópsias obtidas e armazenadas no nosso banco (LS01 e LS02) não foram 
utilizadas para experimentos desse projeto, servindo apenas como teste para a manipulação, 
congelamento e descongelamento.  
A Tabela 2 apresenta os dados da velocidade de crescimento de algumas culturas primárias 
comparadas com duas linhagens celulares comerciais (U87 e M059J). Estão representadas apenas as 
culturas a partir de LS11 nas quais foi possível realizar o experimento de contagem do número de células 
58 
 
remanescentes, 12 dias após o tratamento, pelo menos duas vezes em duplicatas, plaqueando-se 8000 
células/poço. Sendo assim, para as demais culturas pelo menos um dos requisitos não foi atigingido na 
realização do experimento, por exemplo, como a análise final visava % em relação ao controle foram 
semeadas menos células em todos os poços, e deve-se assumir que a maioria delas tenha crescimento 






Figura 4 Fotomicrografias representativas de cada uma das 22 culturas primárias utilizadas. Para cada cultura: a 1ª foto 
representa as primeiras horas (até quatro dias) após o processamento e o acondicionamento em frascos contendo meio 
DMEM/F12+10% de SFB; a imagem central representa a morfologia entre os primeiros 5 – 9 dias em cultura, enquanto há hemácias 
e algumas ilhas de células aderentes começam a se formar; a 3ª imagem demonstra a morfologia após 10 dias, quando há a 
formação de monocamadas e eliminação de praticamente todas as hemácias. Eritrócitos aparecem como pequenos pontos 
(granulado) ou pequenos agregados brilhantes sobre a monocamada de células aderida. Aumento de 100x. NA: ausência de 
registros nos tempos estabelecidos 
Tabela 2: Velocidade de crescimento das culturas primárias comparando com linhagens celulares comerciais após 13 
dias. CPD: Crescimento populacional diário. 
Linhagem CPD diário 




 Linhagem CPD diário 
Tempo para dobrar a 
população (dias) 
    
U87 0,42 2,37    LS17 0,12 8,41     
M059J 0,43 2,31     LS20 0,26 3,82     
LS11 0,06 17,80      LS23 0,07 15,25     
LS12 0,28 3,52      LS24 0,12 8,50     
LS16 0,16 6,20             
 
4.3.Análise da sensibilidade 
A partir obtenção e estabelecimento da cultura LS03, o primeiro experimento realizado em cada 
um das demais sempre foi o de sensibilidade aos diferentes quimioterápicos, independente do protocolo 
seguido: viabilidade celular ou contagem do número remanescente de células. 
4.3.1.Materiais e métodos para análise de viabilidade 
Nas primeiras 11 culturas testadas (LS03 – LS13) esse experimento foi realizado na forma de 
análise de viabilidade celular. Nesse protocolo, 1000 células foram semeadas por poço de uma placa de 
96 poços juntamente com o quimioterápico (todos adquiridos da Sigma-Aldrich) de escolha, os quais foram 
mantidos em contato com as células por 7 dias em incubadora a 37ºC, 5 % de CO2. A concentração 
administrada dos fármacos variou entre a menor e a maior dose plasmática encontrada na literatura para 
cada fármaco (conforme dados da Tabela 1, página 37), e estão representadas com o respectivo resultado 
nos gráficos.  
Ao final deste período de 7 dias o meio de cultura foi removido e a monocamada de células 
incubada com solução de MTT diluída em solução tamponante fosfato-salina (PBS) com glicose (0,78 g/L) 
por 6 horas, os cristais formados pela redução mitocondrial do MTT em formazan foram eluidos em DMSO 
para leitura da absorbância em 570 e 630 nm. Os resultados foram expressos sempre em % de absorbância 
em relação ao controle tratado apenas com o veículo dos quimioterápicos (DMSO, 0,1%). Os demais 
reagentes para esse experimento foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  
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4.3.2.Resultados de viabilidade celular 
A Figura 5 representa os resultados da viabilidade celular 7 dias após o início do tratamento com 
fármacos de diferentes mecanismos de ação. Agentes alquilantes apresentaram menor eficiência, sendo 
que em alguns casos a população tratada com TMZ apresentou um metabolismo maior dos sais de MTT 
que a população controle. Os resultados mais pronunciados (de diminuição do metabolismo do sal) foram 
encontrados utilizando fármacos que atuam sobre o citoesqueleto: vincristina, vimblastina, mebendazole 
e paclitaxel.  
Após o desenvolvimento da técnica de obtenção e a satisfatória expansão das culturas a 
metodologia aplicada e os quimioterápicos utilizados para a sensibilidade foram revistos. O ensaio de MTT 
mede a viabilidade mitocondrial, e alguns resultados da literatura apontavam que quimioterápicos como 
a TMZ poderiam aumentar o metabolismo mitocondrial sem correlação com aumento no número de 
células. O ensaio de MTT, que parecia mais factível por permitir a realização a partir de um número menor 
de células e em placas de 96 poços, teve então que ser substituído por outro que demandasse maior 
quantidade de células por tratamento. Nesse sentido, optamos por utilizar apenas a menor (única) 
concentração de cada fármaco para os experimentos seguintes. 
A revisão mais detalhada da literatura, revelou que já na década de 70 experimentos 
demonstraram a existência de um fenômeno denominado “recovery from potentially lethal damage”, o 
qual sugere que uma fração de células, já fragilizadas pelo processamento, são eliminadas mais facilmente 
pelo quimioterápico (Twentyman, 1978). Além disso, na clínica a administração dos tratamentos acontece 
quando o tumor já está estabelecido, indicando que talvez o estresse gerado pela manipulação 
imediatamente antes do tratamento pode servir como um viés adicional. Para aproximar nosso protocolo 
da clínica, no protocolo seguinte as células foram tratadas apenas 24 horas após a manipulação, quando 
já tivessem formado uma monocamada aderente, e contadas ao final do período em citômetro de fluxo 
ao invés de realizar medidas indiretas. 
4.3.3.Materiais e métodos para contagem do número de células 
Os experimentos de sensibilidade tiveram seu tempo de análise aumentado para 12 dias. Nesse 
segundo protocolo as células foram semeadas na densidade de 8 x 104 células por poço de uma placa de 
48 poços. O tratamento foi administrado em concentração próximo à plasmática (vide Tabela 1, da página 
37 da Introdução), diluído em meio de cultura fresco, ~24 horas após a manipulação, quando as células se 
encontravam em monocamada aderente, e foi mantido por 5 dias sem substituição. Ao final desse período, 
o meio contendo quimioterápico foi substituído por meio de cultura fresco (DMEM/F12 suplementado 
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com 10% de FBS), livre de fármaco, que foi mantido em contato com as células por mais 7 dias. Ao final 
desse período, as células remanescentes foram ressuspendidas e contadas em citômetro de fluxo (Guava® 
easyCyte flow cytometer). Os resultados foram expressos em porcentagem de células em relação ao 
controle tratado apenas com veículo (DMSO). O protocolo foi adaptado para as biopsias seguintes, e na 
maneira do possível repetido nas culturas primárias já coletadas (a correlação entre ambos métodos está 






Figura 5 Viabilidade celular 7 dias após o tratamento com os quimioterápicos nas concentrações indicadas. A 
absorbância do controle em 570 e 630 nm ao final do período foi considerada como 100% de viabilidade e os demais tratamentos 
foram calculados em relação a esse. Cada cor que preenche os quadrados se refere a cultura primária proveniente de um paciente 
diferente. TMZ = temozolomida, CCPD = cisplatina, BCNU = carmustina, CCNU = lomustina, PCZ = procarbazina, DOXO = 
doxorrubicina, VP16 = etoposídeo, IRINO = irinotecano, VC = vincristina, VBL = vimblastina, PTX = paclitaxel, MBZ = mebendazol. 
Uma vez estabelecido, o protocolo de sensibilidade a quimioterápicos foi adaptado para a 
combinação com radioterapia de maneira mais semelhante possível da clínica. Nesse caso, as células 
foram semeadas e tratadas exatamente como descrito acima, porém foram irradiadas por cinco dias 
consecutivos, com dose de 2 Gy/dia no equipamento Cobalt Theretron Phoenix (Philips, Eindhoven, The 
Netherlands) a uma distância de 70 cm, refletindo uma das 6 semanas do tratamento do paciente (Gehring 
et al., 2012). O meio de cultura foi substituído 24 horas após a última irradiação e as culturas mantidas por 
7 dias em meio livre de tratamento. Ao final desse período foram ressuspendidas e contadas em citômetro 
de fluxo.  
4.3.4.Resultados do número remanescente após tratamento 
Os resultados foram expressos em porcentagem de células em relação ao controle tratado apenas 
com o veículo da quimioterapia (DMSO) e são mostrados na coluna da direita de cada tratamento da Figura 
6. A porcentagem de células após a irradiação está conectada por linhas à porcentagem de células após 
administração isolada do fármaco para reforçar a potencialização exercida pela combinação (RT+QT) em 
todas as culturas analisadas. 
TMZ é o fármaco de escolha para o tratamento desses tumores, e conforme descrito acima, 
administrações diárias atingem um pico de concentração plasmática entre 30 – 70 µM. A única cultura que 
apresentou redução maior que 50% no número final de células, com esse fármaco isolado, foi LS24, 
enquanto LS05, LS22 e LS23 não observaram tal redução nem quando TMZ foi administrada em 
combinação com radioterapia. Em linhas gerais, dois agentes anti-microtúbulo foram os mais efetivos de 
maneira isolada em diminuir o número de células, sendo vincristina e paclitaxel os agentes isolados com 






Figura 6 Sensibilidade a quimio e radioterapia. As células foram tratadas por cinco dias e mantidas em meio livre de 
droga por mais sete dias quando foram contadas em citômetro de fluxo. Na combinação de radio e quimioterapia, o fármaco 
foi adicionado antes da primeira irradiação e mantido em contato durante os cinco dias de administração da irradiação (2 
Gy/dia). A porcentagem de células remanescentes em relação ao controle está representada em círculos nos gráficos. As 
linhas representam as culturas nas quais houve administração de ambas terapias. LS09, LS11, LS15, LS18 e LS21 receberam 
apenas quimioterápicos e estão representadas na coluna da esquerda de cada fármaco sem conexão com a coluna da direita. 
RT = radioterapia, TMZ = temozolomida (concentrações indicadas ou 30 µM na combinação), VPA = ácido valpróico (10 µM), 
BCNU = carmustina (23,4 µM), CCNU = lomustina (38,5 µM), PCZ = procarbazina (0,38 µM), PCV = PCZ+CCNU+VC, VC = 
vincristina (54 nM), VBL = vimblastina (550 nM), PTX = paclitaxel (0,1 µM), MBZ = mebendazol, CCPD = cisplatina (8,33 µM), 






4.3.5.Resultados gerais da análise de sensibilidade 
Dados do nosso grupo mostram que o tratamento com TMZ 100 µM por 3h  induz o aumento (em 
torno de 2x) da massa mitocondrial, com ápice 5 dias após uma exposição, seguido de diminuição, mas 
não normalização em relação ao controle, até o sétimo dia em meio livre de droga, na linhagem U87 (Silva, 
2016), indicando que análises de metabolismo celular podem ser influenciadas pelos quimioterápicos e 
não correlacionar com aumentos ou diminuição no número absoluto de células (Stepanenko e Dmitrenko, 
2015). Para as culturas nas quais ambos protocolos que avaliam a sensibilidade foram realizados, os dados 
foram plotados em um gráfico para cada a cultura derivada de cada paciente. Essa não correlação entre 
contagens e ensaios de metabolismo pode ser observada na Figura 7, e é totalmente variável entre os 
fármacos e as culturas analisadas. De maneira geral, podemos dizer que os agentes alquilantes apresentam 
a maior variação entre os protocolos utilizados, enquanto agentes como a vincristina apresentam boas 




Figura 7 Correlação entre porcentagem de viabilidade celular medida através do metabolismo do MTT sete dias após 
início (e manutenção) do tratamento e contagens realizadas no décimo segundo dia (após um tratamento de cinco dias seguido 
de sete dias em meio sem fármaco). Cada gráfico representa uma cultura na qual ambas metodologias foram aplicadas para 
quinze tratamentos diferentes. Cada símbolo representa um desses tratamentos. TMZ = temozolomida, VPA = ácido valpróico, 
BCNU = carmustina, CCNU = lomustina, PCZ = procarbazina, IRINO = irinotecano, VC = vincristina, VBL = vimblastina, PTX = 
paclitaxel, CCPD = cisplatina, VP16 = etoposídeo, MBZ = mebendazol, PCV = PCZ+CCNU+VC, ATP = adenosina trifosfato. 
4.3.6.Materiais e métodos para análise da sensibilidade ao retratamento 
Para verificar se a proporção de células tolerantes a uma rodada de tratamento pode ser eliminada 
com sucessivas rodadas ou com outro quimioterápico, realizamos uma segunda rodada de tratamento in 
vitro. Nesse caso, o protocolo descrito acima para análise de sensibilidade foi realizado, porém, após a 
ressuspensão e contagem no décimo segundo dia, as células tolerantes foram divididas em partes iguais e 
replaqueadas, após 24 horas foram retratadas com o mesmo fármaco ou outro. Escolhemos para esse 
experimento, além do tratamento padrão com TMZ, os tratamentos com bons resultados de redução da 
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população aos 12 dias: Procarbazina, Lomustina (CCNU) e Vincristina (Regime PCV) e Paclitaxel (PTX). Os 
dados estão representados na forma de crescimento populacional cumulativo, que é a soma do 
crescimento (PD) ao longo do tempo, calculado utilizando a fórmula: PD = (log NF- log NI)/log2, onde NF 
se refere ao número de células contadas nos pontos escolhidos e NI ao número de células plaqueadas no 
tempo anterior. Cada uma das flexões das curvas representa o momento em que os tratamentos foram 
administrados, sendo que a cor inicial de cada tracejado refere-se ao primeiro tratamento e a cor final ao 
segundo. 
4.3.7.Resultados do retratamento  
O experimento de contagem, após o tratamento das culturas por cinco dias, seguido de sete dias 
em meio livre de fármaco reflete, em parte, um ciclo de tratamento na clínica feito com TMZ, porém, o 
protocolo estabelecido por Stupp em 2005 visa que o estágio de manutenção tenha 6 ciclos, nos quais o 
paciente recebe o fármaco por 5 dias e deve aguardar 23 dias para receber o tratamento novamente 
(Stupp et al., 2005). Outros protocolos de intervalos foram testados na clínica, porém os efeitos colaterais, 
principalmente hematológicos parecem superar os efeitos benéficos. Como pode ser observado nos 
gráficos, o efeito exercido pela TMZ sobre a proliferação das culturas primárias testadas foi praticamente 
nulo e melhores resultados foram obtidos com a adição de PCV ou PTX (Figura 8). Nas poucas culturas 
analisadas não pudemos observar a aquisição de resistência estável ao mesmo fármaco: praticamente a 
mesma proporção eliminada na primeira rodada de tratamento foi eliminada na segunda; e nem 
resistência cruzada: parece que o tratamento com um quimioterápico não afetou a resposta na segunda 







Figura 8 Crescimento populacional cumulativo após tratamento e retratamento. A primeira flexão (do tempo zero até o 
12º dia) representa a primeira rodada de tratamento, sendo o a condição controle de crescimento representada em preto e os 
tratamentos com TMZ em verde, PCV em vermelho e PTX em amarelo. A partir do dia 13 as células foram retratadas com o mesmo 
fármaco ou de maneira cruzada, sendo que a cor ao final do tracejado indica qual foi a segunda droga utilizada. Em ambos os 
casos o tratamento foi mantido por 5 dias seguidos de 7 dias em meio livre de droga com contagem em citômetro de fluxo do 
número de células remanescentes para cálculo do CPD. 
A resistência ao primeiro tratamento não parece ser estável (ou genética), sendo possivelmente derivada 
de um fenótipo oscilante. Alguns autores explicariam essa alteração pela seleção de células tronco 
tumorais: os tratamentos são capazes de eliminar boa parte da massa tumoral, mas não a população 
tronco, ou RISC (Recurrence-Initiating Stem-Like Cancer), responsável pela rápida recuperação da massa 
tumoral perdida após uma rodada de tratamento (Osuka e Van Meir, 2017). Esses resultados reiteram a 
importância de sucessivas rodadas de terapia. 
 
4.4.Análise da expressão gênica 
4.4.1.Materiais e métodos para expressão basal a nível de mRNA 
O padrão de expressão de alguns genes (como descrito na seção 1.1.1, a partir da página 16), pode 
ajudar a predizer resposta aos diferentes quimioterápicos, e até mesmo à radioterapia (Gehring et al., 
2015). Além disso, dados do TCGA revelam que o grau de expressão, além das mutações, pode ajudar na 
separação em subgrupos que correlacionam com o prognóstico do paciente. Para tal, um painel com 13 
genes foi desenhado, tendo sua expressão comparada com um normalizador (GUSB) e com a expressão 
dos mesmos genes em RNA de córtex humano comercial (Total Brain Parietal Cortex RNA, Agilent). A 
Tabela 3 representa os primers utilizados nesses experimentos e nas demais análises de expressão gênica 
por qPCR.  
GENE LOCALIZAÇÃO FRAGMENTO FOWARD (5'-3') REVERSE (5'-3') 
PDGFRA 4q12 112/190 pb GTGGGCACGCTCTTTACTCC ACAGCCTAAGACCAGGAACG 
NEFL 8p21.2 178 pb CAAGCAGAACGCCGACATCA CTCCTCGCCTTCCAAGAGTTT 
SYT1 12q21.2 109 pb GCTGACTGTTGTCATTCTGGAGG CTTCAGCCTCTTACCATTCTGCA 
FGFR3 4p16.3 123 pb CCAACTGCACACACGACCT CGGTGGACGTCACGGTAAG 
EGFR 7p11.2 129 pb CACCCTGGTCTGGAAGTACG GCGATGGACGGGATCTTAGG 
AKT2  19q13.2 151 pb AGTCCATCACAATCACACCCC GTGATGGCAGCGAGCGTG 
NF1 17q11.2 120/150 pb GCCCTCACAACAACCAACAC GCCACCAATCCAATGCGGA 
CD44 11p13 166/169 pb CAAGCACAATCCAGGCAACT TGCATTGGATGGCTGGTATGA 
RELB 19q13.32 130 pb TGTGGTGAGGATCTGCTTCCAG TCGGCAAATCCGCAGCTCTGAT 
P2RX7 12q24.31 197 pb CTGCAACCTAGACCGTTGGT CGGTGCCAAAAACCAGGATG 
MDR1 7q21.12 122 pb GAGAGATCCTCACCAAGCGG ATCATTGGCGAGCCTGGTAG 
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Tabela 3 Primers utilizados para análise da expressão gênica, o primeiro grupo contendo 13 genes corresponde aos genes 
analisados para caracterização das linhagens e o segundo grupo (Notch3, Prominina e CDKN2A) representa os genes analisados 
apenas para o artigo publicado. Em ambos os casos GUSB foi utilizado como normalizador. 
O RNA total de cada cultura foi extraído utilizando a técnica de Trizol-clorofórmio e 5 µg foram 
utilizadas para síntese do cDNA com a enzima M-MLV (todos reagentes foram comprados da Sigma-Aldrich 
e o protocolo seguiu as instruções do fabricante). Os experimentos de qPCR foram feitos a partir de 66,66 
ng de RNA total/reação e utilização do kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) de acordo com as 
instruções do fabricante no equipamento Eco Real-Time PCR System (Illumina) e nas seguintes condições: 
2’ 94º; 30’’ 94º, 15’’ 60ºC, 15’’ 72º - 40x. Os resultados da expressão em cada cultura comparada com o 
córtex normal estão expressos na Figura 9. Em algumas culturas analisadas não foi possível detectar a 
expressão de alguns genes, como é o caso da U87, onde a expressão de NEFL, FGFR3, RELB, P2RX7 e MDR1 
ficaram abaixo do limite de detecção para a concentração de cDNA escolhida. 
4.4.2.Resultados da expressão gênica basal 
Baseado nos resultados apresentados na Figura 9 podemos observar um comportamento 
diferenciado de expressão das linhagens comerciais (M059J e U87) comparadas com as culturas primárias. 
De maneira geral, as células tumorais expressam menos dos marcadores escolhidos que o córtex. 
MERTK 2q13 157 pb TTGAAGCAGCCCGAAGACTG TAACGTCTGCTTGGTTCCGA 
MGMT 10q26.3 199 pb ATGGATGTTTGAGCGACACA ATAGAGCAAGGGCAGCGTTA 
NOTCH3 19p13.12 155 pb CCCTTCCTGCGATCAGGACATC GGTTGCTCAGGCACTCATCCA 
PROMININA 4p15.32 226/256 pb CTCTATGTGGTACAGCCGC GTCGCTGGTGCATTTCTCC 
CDKN2A 9p21.3 140 pb GACCAGCATGACAGATTTC GAGACTAAGGCAGAAGATG 
GUSB  7q11.21 101 pb GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 
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Análises do banco de dados disponibilizado pelo projeto que catalogou mais de 500 GBMs 
humanos (TCGA) revelam que a expressão gênica pode correlacionar com a sobrevida dos pacientes. 
Utilizando esse banco de dados e segregando os pacientes que receberam e não receberam TMZ quanto 
a expressão de alguns genes, podemos observar o impacto desses no tratamento padrão. No artigo 
publicado apresentamos as curvas de sobrevida dos pacientes com baixa e alta expressão (abaixo ou acima 
da mediana) de FGFR3 e AKT2 no tumor, e como a expressão combinada desses marcadores pode 
classificar um subgrupo de pacientes que não se beneficia do tratamento padrão na clínica e 
potencialmente se beneficiaria do TVM (associação de TMZ, VBL e MBZ proposta no artigo).  
Além dessa alteração, observamos que os pacientes do TCGA, cujos tumores apresentam alta 
expressão de MERTK, não tem os mesmos benefícios que os pacientes com baixa expressão desse gene 
nos tumores, quando tratados com TMZ (Figura 10). Esse dado (ausência de correlação entre expressão 
desse gene e sensibilidade ao fármaco) também foi encontrado nas culturas primárias testadas in vitro. As 
culturas com maior expressão responderam melhor a radioterapia sozinha e apontam para a nulidade de 
adicionar o fármaco nesses casos. Juntos, os resultados do TCGA e das nossas culturas primárias, apontam 
que a expressão de MERTK poderia ser utilizada para desencorajar o uso único da TMZ ou repensar na 
administração combinada ao inibidor de MERTK Foretinib, ainda em trial clínico (Knubel et al., 2014). Além 
de MERTK, pacientes com baixa expressão de MDR1 nos tumores também não se beneficiam da terapia 
Figura 9 Análise da Expressão Gênica Basal. O mRNA de cada cultura primária e de duas linhagens comerciais foi 
extraído e o nível de expressão de cada gene comparado ao nível de expressão de mRNA de córtex humano. Amostras na qual 
não foi possível. n=1 em triplicata 
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padrão e culturas com baixa expressão desse gene são mais sensíveis a radioterapia sozinha. Quando 
separamos os pacientes baseados na expressão de PDGFRA dos tumores, observamos que apenas os com 
baixa expressão se beneficiam do tratamento com TMZ, o mesmo resultado foi encontrado nas culturas, 
porém, com base apenas na expressão desse gene não poderíamos sugerir uma terapia mais eficaz (Figura 
10). 
Esse tipo de resultado, precisa ter suas consequências ponderadas: embora a alta expressão de 
SYT1 e MGMT correlacionem com sensibilidade a radioterapia sozinha e RT+CCNU ou RT+IRINO, 
respectivamente, dados clínicos indicam que tanto pacientes com baixa quanto pacientes com alta 
expressão desse gene se beneficiam da TMZ, não levando a necessidade de substituir a terapia padrão por 

















Figura 10 Gráficos de sobrevida de pacientes que receberam, ou não, tratamento com TMZ, utilizando dados do TCGA e segregando pela mediana 
em A) baixa expressão (tons de azul) ou B) alta expressão (tons de vermelho) de cada gene indicado, para comparar o benefício do tratamento com TMZ. 
Os valores dentro de cada gráfico de Kaplan Meyer indicam o p-value segundo o teste de Log-rank (Mantel-Cox) e de Gehan-Breslow-Wilcoxon 
respectivamente. C) apresenta uma correspondência entre os níveis de expressão do mesmo gene nas culturas primárias e a sensibilidade aos diferentes 
quimioterápicos in vitro. Em C apenas TMZ e os fármacos cujas correlações apresentaram p < 0,05 são mostradas, os números dentro de cada gráfico se 
referem ao valor de r e estão na mesma cor do tratamento que representam, a saber: preto = RT (radioterapia), cinza escuro = TMZ30 (temozolomida 30 
µM), cinza claro = TMZ50 (temozolomida 50 µM), laranja =  VC (vincristina), verde = CCNU (lomustina), roxo= irino (irinotecano); para cada cor, linhas 







Além desses genes, dados publicados em colaboração com o grupo da Dr. Fernanda Morrone, 
mostram que o nível de expressão e o silenciamento de P2RX7 correlacionam com a sensibilidade das 
linhagens de glioma ao ATP e à radioterapia (Gehring et al., 2012; Gehring et al., 2015). Segundo esses 
resultados, esse receptor purinérgico ativado por ATP responde da mesma maneira ao nucleotídeo e a 
irradiação: levando a abertura de um poro na membrana celular que leva a morte celular apoptótica. Com 
base nas culturas primárias analisadas não encontramos essa correlação entre expressão e sensibilidade 
a radioterapia (Figura 11). É importante lembrar que a capacidade de ativação do receptor e abertura do 
poro não foi medido nas culturas primárias e que alguns autores sugerem que isso só acontece na presença 
de P2RX7 acoplado a panexina (cuja expressão não foi mensurada neste trabalho nem nos anteriores), o 
que poderia explicar o viés encontrado entre as linhagens e as culturas primárias. Nas culturas primárias, 
podemos observar a correlação entre a expressão de P2RX7 e a sensibilidade a vincristina administrada 
isoladamente, mas não quando combinada a RT.  
 
Figura 11 Correlação entre a expressão de P2RX7 e a sensibilidade a radioterapia e/ou ATP in vitro nas culturas primárias. 
Valores de r estão representados próximo a cada regressão linear, em todos os casos p>0,05. RT = radioterapia, ATP = adenosina 
trifosfato. 
4.4.3.Materiais e métodos para expressão induzida de mRNA 
Com o intuito de identificar genes que têm sua expressão aumentada, ou marcam células 
tolerantes a TMZ, a expressão dos mesmos 14 genes citados acima foi analisada após o tratamento. Nesse 
caso as células foram mantidas por cinco dias com TMZ 30 µM, ao fim dos quais foram lisadas com Trizol-
clorofórmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). e seguiram o mesmo protocolo para extração, 
amplificação e detecção já descrito acima.  
A Figura 12 apresenta a variação da expressão entre as diferentes culturas primárias, sendo que, 
para cada gene, a coluna da esquerda representa o Log102-ΔCT (gene alvo-normalizador) na expressão basal 
77 
 
e a coluna da direita nas células tolerantes a TMZ. Quando a expressão basal ou após tratamento não pode 
ser detectada o resultado está representado fora da escala. 
4.4.4.Resultados da expressão induzida de mRNA 
Considerando os genes citados, não encontramos correlação entre a sensibilidade a TMZ (% de 
células remanescentes no 12º dia em relação ao controle) e a variação da expressão que acontece nas 
célula tolerantes ao tratamento (Log102-ΔCTtratado- Log102-ΔCTbasal), sugerindo que nenhum desses seria 
marcador de tolerância, células tronco tumorais e/ou senescência, ou que os mecanismos que levam a 
resistência nas diferentes culturas primárias são variados.  
Mas, quando consideramos apenas as culturas resistentes a TMZ (número de células 
remanescentes após o tratamento maior que 90% em relação ao controle), aquelas com maior aumento 
de MGMT depois do tratamento são também as mais resistentes (r = 0,63, p < 0,05). 
 
Figura 12 Análise de expressão gênica basal (U) ou induzida/selecionada com cinco dias de tratamento com TMZ 30 
µM (T). Valores de Log10ΔCT em ambas as condições estão representados. Pontos representados no gráfico como abaixo da 
detecção estão fora da escala e se referem as amostras nas quais não foi possível detectar a expressão nas condições descritas 
antes e/ou depois do tratamento. n=1 em triplicata 
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4.5.Análises de autofagia e senescência 
4.5.1.Materiais e métodos para análises de autofagia 
A fim de verificar se processos celulares podem estar envolvidos com a resistência à quimioterapia, 
foi realizada marcação de componentes intracelulares ácidos, que indicam níveis de autofagia 3, 5 e 7 dias 
após início do tratamento com a terapia padrão para esses tumores (TMZ), além da terapia anteriormente 
utilizada na clínica, que apresentou bons resultados nos testes de sensibilidade (PCV), e com o fármaco 
que teve maior eficiência nos testes de sensibilidade in vitro (PTX).  
Nos dias pré-determinados, as culturas foram ressuspendidas com tripsina 0,25%, que foi 
inativada com meio de cultura (DMEM/F12 + 10% SFB) contendo laranja de acridina (AO, 1 μg/mL = 2,7 
μM, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)). Após 15 minutos, no escuro, em temperatura ambiente, a 
suspensão celular foi analisada em um citômetro de fluxo para medida da relação entre a marcação 
vermelho/verde (Red-to-Green Fluorescence Intesity Ratio, R/GFIR), conforme já descrito pelo nosso 
laboratório (Thome et al., 2016). Esse corante é permeável em células viáveis sendo que o fluoróforo verde 
pode ser detectado em todo o citoplasma, exceto em ambientes ácidos, nos quais ele é protonado e 
aprisionado. Nessas vesículas o AO emite fluorescência vermelha. Sendo assim, a relação entre as duas 
fluorescências indica que a célula foi marcada adequadamente e quanto desse corante foi acidificado pode 
indicar o nível de autofagia.  
4.5.2.Resultados das marcação com laranja de acridina 
A Figura 13 mostra a porcentagem de células acima de um limiar de R/GFIR (AO+ ou R/GFIR+), 
considerando-se uma autofagia populacional basal em torno de 4 - 5%. Existe uma ampla variação entre a 
porcentagem de células positivas entre as culturas primárias, mas de maneira geral, TMZ foi menos 
eficiente em aumentar o número de células autofágicas. PTX foi o mais eficiente tanto em induzir 
diminuição da população, quando em aumentar a quantidade de células R/GFIR+, levando a marcação 
positiva de mais de 50% das células em algumas culturas. Os resultados obtidos com PCV, tanto de 
diminuição da população quanto de autofagia, foram heterogêneos, abrindo caminho para combinações 




Figura 13 Marcação com Laranja de Acridina após tratamento com os fármacos nos tempos indicados (3, 5 
ou 7 dias em contato com o quimioterápico) nas diferentes culturas primárias. São consideradas AO+ as células que 
atingiram determinado R/GFIR (dupla marcação verde/vermelho). PTX foi o maior indutor de marcação autofágica, 
enquanto TMZ foi o menor e PCV apresentou níveis variados entre as culturas. 
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4.5.3.Correlação entre autofagia e morte 
Além da marcação com AO, uma imunodetecção para proteínas da via da autofagia e da apoptose 
foi realizado. Cinco dias após os tratamentos citados, as células foram lisadas, quantidades iguais de 
proteína para cada tratamento foram separadas em gel de acrilamida 12,5%, transferidas para membrana 
de PVDF e seu conteúdo foi sondado com anticorpos primários (Cell Signaling Technology), marcadores de 
fluxo autofágico: LC3 (#2775, Anti-LC3B, 1:1000) e p62 (#5114, antiSQSTM1/p62, 1:1000), e morte celular: 
PARP (#9542, Anti-PARP, 1:1000), incubados overnight. A ligação do anticorpo primários aos antígenos foi 
detectada com a ajuda de um anticorpo secundário anti-rabbit (#7074, 1:2000, incubado por 2h) fusionado 
a peroxidase, seguidos de incubação com ECL e exposição a filmes de raio-X (Kodak-Xmat), conforme 
descrito pelo nosso grupo para essas proteínas (Filippi-Chiela et al., 2015; Thome et al., 2016). A marcação 
da membrana com Comassie Blue foi utilizada para controle de carregamento (LC). Os dados estão 
representados na Figura 14 e na Figura 15. De maneira geral o número de células ao final do tratamento 
correlaciona inversamente com o aumento da incorporação de laranja de acridina (R/GFIR+), como pode 
ser observado na Figura 14, a exceção da LS05 e LS22.  
As culturas LS05 e LS12 foram utilizadas em uma triagem de expressão de diferentes proteínas por 
imunodetecção. Curiosamente não foi possível detectar expressão de p62 por essa técnica na cultura LS05 
e o protocolo não pode ser aplicado na LS22 devido ao crescimento mais fastidioso. Esse resultado não foi 
confirmado por outras técnicas, mas pode explicar o aumento da R/GFIR como uma tentativa fútil de 
degradação intracelular de organelas e proteínas danificadas após o tratamento. Uma vez que p62 carreia 
proteínas para a degradação, sua ausência pode levar a formação e fechamento incorreto dos 
autofagossomos, ou seja, sem que ele esteja carregado adequadamente e depende da função de 
homólogos dessa proteína, que até onde se tem conhecimento não são capazes de executar as funções 




Figura 14 Correlação entre aumento de autofagia e sensibilidade aos quimioterápicos citados. Em destaque a cultura 
LS12 que apresenta níveis normais de p62 e comporta-se como as demais na correlação entre aumento de morte e aumento de 
células AO+ e a cultura LS05 que não apresenta p62 e comporta-se de maneira anômala. pERK está representada como controle 
positivo para imunomarcação na membrana. LS22 também está destacada por diferenciar-se das demais na marcação com AO. 
O gene que codifica para p62, denominado SQSTM1, localiza-se no cromossomo 5q35.3, nenhum 
dos outros genes que foram analisados localizam-se nesse cromossomo, o que poderia sugerir deleção de 
grandes porções nesse braço. Embora deleções de p62 não sejam frequentemente relatadas na literatura, 
observações de alterações no número de cópias de SQSTM1 na plataforma UCSC Cancer Browser 
(disponível em https://genome-cancer.ucsc.edu/proj/site/hgHeatmap/, acessado em junho de 2017) 
sugerem que essa deleção é mais frequente em tumores do subtipo proneural com fenótipo G-CIMP. Esse 
subtipo caracteriza-se por ser mais comum em adultos jovens e tem bom prognóstico, além disso, o 
fenótipo G-CIMP é mais comum em tumores de baixo grau, e glioblastomas secundários (Olar e Aldape, 
2014), características encontradas no paciente cujo tumor deu origem a cultura LS05 (29 anos ao 
diagnóstico em 2012 quando foi ressecado pela primeira vez, 30 anos quando houve a ressecção para 
obtenção da LS05). Para confirmar esse fenótipo nesse tumor precisaríamos realizar sequenciamento 
desta região e de IDH1/2 (frequentemente mutado nesses casos). 
4.5.4.Materiais e métodos para o bloqueio da autofagia 
Ao verificar que diferentes culturas primárias induziam diferentes níveis populacionais de 
autofagia após os tratamentos citados acima, principalmente quando tratadas com PCV, um bloqueador 
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do fluxo autofágico foi administrado juntamente ou após os fármacos citados, para avaliar seus efeitos no 
crescimento da população. Cloroquina é um bloqueador clássico, do final dessa via, impedindo a 
acidificação dos lisossomos (ao nível desejado de pH), e consequentemente dos autofagossomos. 
Resultados de um estudo clínico utilizando esse bloqueador (150 mg/dia, por 12 meses) em combinação 
com BCNU e radioterapia, após a ressecção cirúrgica em gliomas, revelaram um aumento de 11 para 24 
meses na sobrevida. Embora sem diferença na taxa de morte, mostrou-se boa tolerabilidade ao 
tratamento, sem informar concentração plasmática atingida (Sotelo et al., 2006). Esse fármaco já vem 
sendo administrado para o tratamento de malária há várias décadas, e medidas em pacientes portadores 
desse parasita demonstram que após a administração de 10 mg/kg a concentração plasmática varia entre 
65 ng/ml (126 nM) e 263 ng/ml (510nM) (Walker et al., 1983), embora haja grande divergência entre os 
relatos (e dentro de um mesmo relato) e as concentrações plasmáticas sejam mais baixas em pacientes 
mais jovens (Maitland et al., 1997). Há divergências entre os autores, se concentrações tão baixas seriam 
capazes de inibir a autofagia, sendo que concentrações comumente usadas in vitro variam entre 10 – 30 
µM (Bristol et al., 2013) até 75 µM (Geng et al., 2010). Por não acreditar que resultados in vitro com doses 
tão altas possam ter valor preditivo do que aconteceria no tumor do paciente, optamos por utilizar a 
concentração de 100 nM e mantê-la em contato com as células pelo mesmo período que o outros 
quimioterápicos administrados. 
O bloqueio causado pela adição de cloroquina (CQ) não pode ter seu efeito avaliado na citometria 
de fluxo com marcação de laranja de acridina, pois sua adição ocasionou deslocamento geral da população 
duplamente marcada na citometria de fluxo, sem refletir aumento do fluxo autofágico. Isso acontece 
porque, embora o mecanismo de ação da CQ seja dependente do bloqueio da acidificação do lisossomo, 
ainda há aumento de tamanho dos autofagolisossomos suficiente para ocorrer a entrada e protonação do 
corante, que emite fluorescência vermelha, com aumento ou não do pH em questão (Thome et al., 2016). 
Para contornar esse viés metodológico, escolhemos o tratamento com maior variação de marcação com 
AO e morte e combinamos com CQ (PCV+CQ) para análises da lipidação de LC3 e da degradação de p62 
pela imunodetecção, no quinto dia de tratamento, conforme já descrito acima. Rapamycin (R0395), BafA1 
(B1793), TMZ (T2577), Hoechst 33258 (B1155) and the fluorescent dye Acridine Orange hemi(zinc chloride) 
salt (A6014) were purchased from. 
4.5.5.Resultados do bloqueio da autofagia 
Os resultados obtidos com a técnica de imunodetecção, 5 dias após o início do tratamento estão 
mostrados na Figura 15. A combinação Rapamicina + Bafilocina (compradas da Sigma-Aldrich) foi utilizada 
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como controle positivo da indução e do bloqueio da autofagia e de clivagem de PARP (cPARP), esperando-
se assim aumento da banda em p62, aumento da banda inferior de LC3 (referente a isoforma lipidada) e 
aumento da banda inferior de PARP (referente a isoforma clivada), com esse tratamento, administrado 
apenas 24 horas antes da lise das células. Podemos observar ampla variação entre as culturas. Não foi 
possível realizar a detecção de algumas proteínas em algumas culturas (representadas como retângulos 
em branco na coluna da direita). De maneira geral o tratamento com TMZ não gerou alterações nas 
imunomarcações, como era esperado, uma vez que praticamente não diminuiu a população nem teve 
expressiva marcação com laranja de acridina. PTX e PCV aumentaram os níveis de p62, sugerindo menor 
degradação de proteínas pelo processo autofágico. As marcações de LC3 foram fracas e dificultam as 
interpretações. Não podemos concluir em qual passo do fluxo há bloqueio, mas aumentos de incorporação 
de laranja de acridina (na coluna da esquerda) sugerem que provavelmente houve formação de 
autofagolisossomos, mas não houve degradação, exceto na LS20, onde não houve aumento de p62. Essa 
hipótese pode ser reforçada comparando com os resultados após a adição de cloroquina, um bloqueador 
clássico desse passo final e que apresenta bandas de intensidade semelhante tanto sozinha quando 
combinada ao tratamento com PCV; e pelo fato de que as bandas de p62 detectadas após o tratamento 
de PCV+CQ são mais intensas que aquelas encontradas no controle positivo de indução e bloqueio (Bafilo 
+ Rapa). 
4.5.6.Materiais e métodos para análises de senescência 
Dados da literatura sugerem que há uma relação à nível populacional entre os níveis de autofagia 
e senescência, sendo que a primeira, de maneira pulsada e controlada, parece ser necessária para o 
desfecho da segunda (Kang et al., 2015). Dados do nosso grupo, após o seguimento de células individuais 
marcadas com GFP-LC3, não confirmam esse achado a nível celular. Levando em consideração que os 
achados de correlação entre morte e autofagia também são populacionais, realizamos a busca de 
correlação entre autofagia e senescência nesse nível após oito dias de tratamento (cinco dias em contato 
com o fármaco seguidos de 3 dias em meio livre de droga). No tempo indicado, a monocamada de células 
foi lavada 1x com PBS, fixada com paraformaldeído 2% por 10 minutos, e os núcleos corados com DAPI 
300 nM por 10 minutos. Em torno de 100 núcleos fluorescentes (variando entre 70 nos tratamentos mais 




Figura 15 Comparação entre a indução de autofagia (coluna da esquerda) nos tempos indicados para cada tratamento 
medidos através da incorporação de laranja de acridina e indução e bloqueio com cloroquina (coluna da direita) medidos através 
do imunoconteúdo de p62 e lipidação de LC3. Imunodetecção de PARP clivada correlaciona inversamente com aumentos nos níveis 
de autofagia, sugerindo que esse pode ser mecanismo de evasão a apoptose. cPARP: PARP clivada 
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As análises morfométricas nucleares, foram realizadas conforme metodologia descrita pelo nosso 
grupo (Filippi-Chiela et al., 2012), com o auxílio do software ImageProPlus, utilizando a planilha disponível 
em http://www.ufrgs.br/labsinal/NMA/ para categorização dos núcleos. Essa metodologia, além de 
senescência também qualifica e quantifica os núcleos quanto a catástrofe mitótica (mostrados no gráfico 
como irregulares) e apoptose. 
 
4.5.7.Resultados das análises morfométricas nucleares 
Como podemos observar na Figura 16, o tratamento com TMZ induziu pouca diminuição na 
população 12 dias após o início do tratamento (5 dias em contato com o fármaco seguidos de 7 dias em 
meio livre de droga) de quase todas as culturas analisadas, exceto na LS24, e essa baixa eficiência é 
acompanhada por inefetiva alteração nos parâmetros das culturas LS05, LS12, LS16, LS17 e LS20.  
PTX age sobre microtúbulos e impede a correta segregação cromossômica, o que pode levar a 
catástrofe mitótica (representada nos gráficos como núcleos irregulares) ou senescência. De maneira 
geral, a resposta não foi homogênea entre as culturas, pois observamos uma alternância entre o aumento 
de núcleos irregulares e senescentes após esse tratamento. Outro fármaco com resposta variável foi o 
PCV, o qual já tinha mostrado respostas diferentes dependendo da cultura analisada nos outros 
parâmetros mostrados acima. PCV induziu, por exemplo, semelhantes porcentagens de células AO+ e de 
diminuição do número total de células nas culturas LS16, LS17 e LS24 (Figura 13), mas maior porcentagem 
de senescência apenas na LS17 (Figura 16). 
A combinação de PCV + CQ, que teve resposta relativamente homogênea na marcação para p62 
(Figura 15) apresentou uma gama de resultados na análise nuclear. CQ sozinha teve efeito praticamente 
nulo sobre LS05, LS12, LS17, LS20 e LS24. Porém foi capaz de aumentar a porcentagem de células 





Figura 16 Comparativo entre sensibilidade aos quimioterápicos e mecanismos celulares. Após cinco dias de tratamento 
as células foram mantidas por mais sete dias em meio livre de droga e a porcentagem total de células em relação ao controle está 
representada na parte superior. No oitavo dia, uma parte da população teve seus núcleos analisados para categorizar fenômenos 
que culminam na diminuição do número final de células. Um exemplo de cada categoria de núcleo medido é mostrado. TMZ teve 
pouco efeito em induzir alterações ao longo do período, exceto na linhagem LS24. Porém PTX aumentou a quantidade de núcleos 
irregulares, sinônimo de catástrofe mitótica, que pode explicar a diminuição do número final de células. A adição de CQ ao 
tratamento com PCV levou ao aumento de senescência.  
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4.5.8.Materiais e métodos para análise de sensibilidade após bloqueio de autofagia 
Para saber se esse bloqueio causado pela combinação de CQ a PCV é mais eficiente na redução do 
número final de células que os dois fármacos isolados, foram realizados experimentos de crescimento 
populacional cumulativo com o retratamento das culturas. O desenho experimental foi semelhante ao 
descrito acima (na seção 4.3.6 Materiais e métodos para análise da sensibilidade ao retratamento, da 
página 68), mas nesse caso as células foram tratadas primeiramente com TMZ, PCV ou PTX e na segunda 
rodada receberam PCV, CQ ou PCV+CQ. Em ambas as rodadas de tratamento as células permaneceram 
em contato com o fármaco por cinco dias, seguidos de meio livre de fármaco por mais 7 dias. Doze dias 
após o início do primeiro tratamento as células foram ressuspendidas, uma parte foi contada em citômetro 
de fluxo e o restante foi dividido em 4 partes iguais, cada uma dessas partes foi tratada, após a adesão das 
células (~24horas depois da ressuspensão), com uma das seguintes condições: DMSO, PCV, CQ ou PCV+CQ 
durante cinco dia. Ao final desse período as culturas permaneceram mais 7 dias em meio livre de droga 
antes da medida do número final de células.  
4.5.9.Resultados populacionais do bloqueio de autofagia 
Os resultados dos retratamentos com PCV, CQ e PCV+CQ estão representados na Figura 17 sendo 
variável entre as culturas. Novamente, os efeitos de diminuição da proliferação causados por PCV são 
maiores nas culturas que tem maior porcentagem de células AO+. De maneira geral, CQ administrada 
sozinha após uma rodada de tratamento parece não ter efeito sobre o crescimento do tumor, 
especialmente quando administrado após TMZ, já a combinação de PCV + CQ na segunda rodada 
apresenta resultados eficientes, principalmente quando feita após PTX, mas não parecem seguir um 







Figura 17 Crescimento cumulativo após o tratamento por cinco dias com TMZ, PCV ou PTX e contagem no décimo 
segundo dia (primeira flexão nos gráficos), seguidos por replaqueamento e segunda rodada de tratamento com PCV, CQ ou 






Com base nos resultados de análises celulares e de expressão gênica não pudemos encontrar um 
único padrão ou marcador que pudesse ser generalizado para todas as culturas. Cada uma das linhagens 
derivadas de pacientes tiveram um comportamento próprio, e de maneira geral, diferente das demais. 
Um aumento do número amostral, a fim de contemplar a heterogeneidade dos tumores, poderia ajudar a 
definir padrões de resposta melhores. 
Podemos utilizar a LS24 como exemplo, já que foi a única linhagem sensível a TMZ nos testes de 
contagem do número de células, onde os demais parâmetros analisados após esse tratamento convergem 
para um forte efeito em todos os níveis, tanto de autofagia, quanto indução de senescência e alterações 
de expressão de alguns genes, mas cujos resultados não puderam ser confirmados com sugestão de 
mecanismos gerais de ação que possam ser extrapolados, uma vez que não puderam ser comprovados 
com outras culturas primárias.  
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5. ARTIGO CIENTÍFICO 
O artigo científico intitulado “Vinblastine and antihelmintic mebendazole potentiate 
temozolomide in resistant gliomas” foi publicado no periódico Investigational New Drugs (ISSN: 0167-6997 
(Print) 1573-0646 (Online)), com fator de impacto: 3.484.  
O início desse estudo foi feito pelo dr. Andrew Oliveira Silva, que durante a sua tese de doutorado 
buscou associações de fármacos capazes de potencializar o efeito da TMZ, em linhagens celulares. Como 
pode-se observar na Figura suplementar 2 do artigo, a associação de MBZ ou VBL a TMZ foi capaz de 
eliminar algumas linhagens parcialmente sensíveis a esse último fármaco. Apenas uma linhagem comercial 
humana (U138) dentre as 5 testadas não pode ser eliminada com a dupla combinação (TV ou TM), 
levantando a necessidade de uma tripla combinação para retardar o crescimento após tratamento. Nesse 
artigo, combinando os dados de linhagens celulares com os dados em culturas primárias, mostramos como 
a tripla associação entre TMZ, VBL e MBZ (TVM) é mais eficiente em potencializar o efeito do tratamento 
padrão, mesmo em culturas parcialmente resistentes a TMZ.  
Os resultados mostraram que a combinação de TVM, em concentração próximo a plasmática de 
cada fármaco, é capaz de eliminar ou retardar o aumento populacional, induzir parada no ciclo e 
senescência, sendo esse efeito mais pronunciados em células com baixa expressão de FGFR3 e AKT2. 
Quando níveis de expressão desses genes (FGFR3/AKT2) foram analisados no banco de dados do TCGA 
observamos que pacientes cujos tumores tem menor expressão de ambos genes tem uma resposta nula 
ao tratamento com TMZ. Esses resultados combinados encorajam a seleção desse grupo de pacientes 
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LS16 M 29.6 Fibrilar 
astrocytoma GII 
+1211 GTR FALSE FALSE 
LS17 M 39.4 Gemistocytic 
astrocytoma GII 
418,0 NTR FALSE TRUE 
LS19 F 53.3 Anaplastic 
astrocytoma GIII 
+1277 STR FALSE TRUE 
LS20 M 60.8 GBM GIV +148 STR FALSE TRUE 
LS24 M 52.0 GBM GIV +378 GTR FALSE TRUE 
 
Tumor samples were classified by a pathologist according to World Health Organization (WHO) 
criteria. The table also includes sex and age of the patient at diagnosis (Age at Dx), overall survival (days), 
type of surgery and treatments that the patients received after biopsy. M: male, F: female. GBM: 
glioblastoma; GII: grade II; GIII: grade III; GIV: grade IV. GTR: Gross Total Resection, complete resection 
of the preoperative fluid-attenuated inversion recovery signal abnormality; NTR: Near Total Resection, <3-
mm thin residual fluid-attenuated inversion recovery signal abnormality around the rim of the resection 
cavity only; STR: SubTotal Resection, residual nodular fluid-attenuated inversion recovery signal 






Sup Fig. 1 Overall survival of patients who received (TMZ+) or did not receive TMZ (TMZ-) 
according to the expression of the indicated genes from the TCGA databank on TMZ resistance. Numbers 




Sup Fig. 2 Acute and chronic sensitivity of GBM cell lines to TMZ, VBL or MBZ. A) Percentage 
of cells remaining 5 days after the beginning of the treatment in relation to control. B) Cumulative 
population doubling (CPD) profiles of GBM cells treated for 5 days with TMZ (50 μM), VBL (5 nM) and/or 




Sup Fig. 3 Expression of MSI1, MDR1, MERTK, PDGFRA and P2RX7 in patient-derived cultures 
and cell lines (normalized with RNA expression from adult cortex purchased from Agilent) was correlated 




6. DISCUSSÃO  
Avanços na quimioterapia para o câncer vêm sendo feitos nos últimos anos, impulsionados em 
parte pela academia e em parte pela indústria. Nos últimos 15 anos houve aprovação de mais de 80 
fármacos anticâncer, contudo, essa revolução veio acompanhada de um enorme aumento no custo, que 
ultrapassaram 300% ao longo do período. Entre esses novos tratamentos, anticorpos monoclonais (mAbs) 
e inibidores de tirosina quinase (TKIs) trouxeram avanços dramáticos após a sua introdução, e hoje mais 
de 10 mAbs e mais de 20 TKIs foram aprovados pelo FDA, os quais trouxeram ao mesmo tempo grandes 
benefícios e despesas. Embora esse impasse seja reconhecido, praticamente não há consenso entre 
pacientes, médicos e sistemas de saúde sobre como manejá-lo (Savage, 2017). Além do alto custo, alguns 
desses medicamentos recém aprovados pelo FDA também apresentam grandes efeitos colaterais, que 
nem sempre são proporcionais ao aumento na sobrevida do paciente.  
Em países da Europa Ocidental (como França, Alemanha e Reino Unido) e também na Austrália e 
no Canadá uma entidade sancionada pelo governo determina a importância e o uso de uma nova opção 
terapêutica, decidindo se o medicamento deve ser comprado para a farmacopeia do país. Ambos levam 
em consideração eficácia, toxicidade e preço, no contexto de prevalência da doença, necessidade médica 
e alternativas terapêuticas (Schnipper et al., 2015). Nos Estados Unidos, para ajudar médicos e pacientes 
a escolher o melhor tratamento baseado no custo x benefício, a ASCO desenvolveu um score de benefício 
líquido do tratamento na saúde do paciente (Net Health Benefit, NHB). Esse score leva em consideração a 
opinião do paciente e permite que ele pondere os limites de toxicidade e custo desejáveis, entre outros 
fatores, para calcular as reais vantagens de determinada terapia sobre sua sobrevida, e com isso encorajar 
ou suspender a administração. Esse tipo de abordagem para o tratamento ainda está em desenvolvimento 
e precisa de ajustes antes de se transformar em um software de amplo acesso, mas pode ser visto como 
um marco para o entendimento entre as necessidades do médico-paciente e a disponibilidade de 
pagamento pelos sistemas de saúde (Schnipper et al., 2016). No Brasil, nenhum desses fatores é levado 
em consideração para a compra, dependendo apenas da aprovação para uso no país, naquela indicação, 
pela ANVISA.  
As abordagens de racionalização da terapia citadas acima, contudo, não levam em consideração a 
eficácia do medicamento para cada paciente baseada na individualidade. As predições são elaboradas com 
base em estudos clínicos de fase III e representam a média de resposta da população analisada. Embora 
seja um avanço na racionalização para médicos e pacientes, fármacos como a TMZ, que foram 
rapidamente difundidos no mercado, em parte devido a sua fácil administração e aos poucos efeitos 
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colaterais, podem ter seu uso indicado em tumores que já apresentam resistência a ela. Estudos clínicos 
já demonstraram que pacientes portadores de metilações na região promotora do gene MGMT são os que 
mais se beneficiam desse tratamento (Hegi et al., 2005), sugerindo que esse tipo de teste poderia ajudar 
a decisão médica. Nenhuma das recomendações citadas acima leva as abordagens moleculares para 
eficácia em consideração e tratar um paciente resistente é oneroso para o sistema de saúde e para o 
paciente. Nesse sentido, testes de predição a sensibilidade, que a princípio poderiam ser vistos, pelos 
gestores, apenas como um custo a mais ao tratamento, poderiam ser vantajosos, uma vez que, embora 
aumentem o custo para alguns pacientes, evitam que o fármaco seja comprado e administrado sem efeito 
antitumoral e/ou gerando apenas efeitos colaterais. 
A plataforma clinicaltrials.gov tem pelo menos 350 estudos clínicos anticâncer de fase I e II 
cadastrados em andamento (https://clinicaltrials.gov/ct2/search/browse?brwse=intr_cat_ANeo) e devido 
a limites de custo (tanto por parte do paciente como consumidor, quanto da indústria como investidora) 
apenas alguns chegarão a estudos de fase III. E mesmo assim, alguns desses não chegarão a clínica por não 
aumentarem a sobrevida ou porque seus benefícios não compensam seus custos. Esses gargalos têm 
implicações importantes, em parte porque alguns dos fármacos podem ter sido úteis apenas em subgrupos 
de indivíduos e acabaram sendo abandonados ao longo dos testes mesmo antes dos estudos de fase III, 
ou porque o efeito avaliado foi diluído na população como um todo. Isso significa dizer que uma 
abordagem mais eficiente é necessária para o desenvolvimento e o processo de implementação de 
fármacos, que busque determinar quais deles são mais benéficos para o indivíduo e assegurar que terapias 
individualizadas estejam disponíveis. Uma maneira de personalizar essa implantação é através do uso de 
marcadores de predição a sensibilidade, que são geralmente específicos para cada agente por refletirem 
o desarranjo molecular necessário para que a droga exerça seu efeito (Amin e Bathe, 2016). Um exemplo 
interessante vem de um estudo apresentado no NEJM: pacientes portadores de mutações em K-ras não 
se beneficiam do tratamento feito com cetuximabe, um anticorpo monoclonal anti-EGFR, que melhora a 
OS e o PFS em câncer colorretal não responsivo a quimioterapia nos pacientes com K-ras intacta (Karapetis 
et al., 2008).  
Os resultados apresentados no manuscrito “Vinblastine and antihelmintic mebendazole 
potentiate temozolomide in resistant gliomas” derivam de um esforço para otimizar o tratamento de 
gliomas com fármacos que já estão disponíveis no mercado, com poucos efeitos colaterais, baixo custo e 
potencial de aumentar a sobrevida em um grupo específico de pacientes no qual o quimioterápico padrão 
não é eficaz. Essa estratégia tem importância relevante dentro do contexto custo x benefício, 
especialmente dentro das disponibilidades do sistema de saúde brasileiro. A terapia com TMZ tem um 
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custo mensal elevado (mais de R$ 5 mil/mês), enquanto os adjuvantes propostos aumentariam esse custo 
em torno de 10%. Considerando as análises demonstradas baseadas nos dados do TCGA, de que pacientes 
com baixa expressão de FGFR3 e AKT2 não apresentam aumento na sobrevida média quando tratados 
apenas com TMZ e de que culturas com esse perfil de expressão respondem melhor ao TVM, os adjuvantes 
propostos poderiam melhorar a qualidade de vida desses pacientes, por não submetê-los a um tratamento 
que não traz benefícios (TMZ sozinha), ou até mesmo por melhorar a sobrevida total. Até onde temos 
conhecimento, esse foi o primeiro artigo que mostrou que essa combinação de marcadores define um 
grupo resistente a TMZ. Embora a triagem para a expressão desses genes (FGFR3 e AKT2) não seja feita na 
clínica, poderia ser implementada e padronizada. Para que a combinação de VBL e MBZ com TMZ possa 
ser usada no tratamento dos pacientes no futuro, um estudo de fase I/II precisaria ser aplicado visando 
tanto a toxicidade combinada dos fármacos quanto a correta testagem e seleção dos pacientes não 
responsivos a TMZ (FGFR3Low/AKT2Low). 
Estudos clínicos baseados em marcadores preditivos ajudaram a reduzir a taxa de falha dos 
tratamentos por identificar quais pacientes poderiam se beneficiar dos mesmos. Contudo, o grau de 
sucesso dessa estratégia é menor que o esperado para os dias atuais, pois, além da heterogeneidade 
inicial, que confere uma resistência primária a alguns clones, após a terapia pode-se observar a seleção ou 
até mesmo indução de resistência secundária em algumas células. Tumores são doenças heterogêneas, 
tornando o acesso a sua total diversidade praticamente impossível e inseguro, além disso, biópsias em 
múltiplos locais não garantem a detecção de todas as alterações subclonais (Turajlic e Swanton, 2017). 
Essa variação torna difícil a utilização de testes baseados em uma (ou múltiplas) biopsia ressecada, pois 
pode não representar a heterogeneidade e a malignidade do tumor original. Em 1990, von Hoff já 
apontava que testes in vitro tem alto poder de predição de resistência mas não de sensibilidade (Von Hoff, 
1990). Ao longo dos anos grandes esforços foram feitos para melhorar tanto as condições de cultura, pois 
postulava-se que apenas os clones mais aptos ao crescimento in vitro eram selecionados e testados; 
quanto o tipo de teste utilizado, pois para alguns autores testes agudos induziam ao erro por não levar 
conta o recrescimento da população. Mais de 20 anos depois começamos a entender que talvez o grande 
“calcanhar de Aquiles” da incapacidade de predição da sensibilidade seja menos dependente das 
condições in vitro e seja fortemente influenciado pela amostragem utilizada. 
Para dificultar ainda mais a terapia baseada em marcadores moleculares, GBMs não apresentam 
nenhuma mutação considerada driver, como acontece em outros cânceres, por exemplo o cromossomo 
Filadélfia encontrado em leucemia mieloide crônica, que resulta de uma translocação dos braços longos 
do cromossomo 9 e 22, e gera uma proteína de fusão BCR-ABL, uma tirosina cinase constitutivamente 
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ativada que pode ser inibida com imatinibe. De fato, imatinibe revolucionou o tratamento desse câncer e 
emergiu como um exemplo na busca por terapia alvo (Weathers e Gilbert, 2016). Nos GBM, mesmo a 
alteração genética mais frequente, amplificação de EGFR, é vista em menos de 50% dos pacientes. Embora 
os resultados dos inibidores desse receptor tenham sido promissores em câncer de pulmão EGFR-mutado, 
em GBM os resultados com erlotinibe e gefitinibe foram frustrantes, provavelmente devido à perda de 
resposta causada pela redundância das alterações na via de sinalização e pela heterogeneidade tumoral 
(Brandes et al., 2008). Alguns autores sugerem que para esse tipo tumoral estudos clínicos envolvendo 
terapias alvo devam ser suspensas até que alguma alteração driver seja identificada, ou até que seja 
possível contornar as redundâncias de alterações genéticas na mesma via de sinalização, pois do contrário 
haverá resistência de parte da massa tumoral (Weathers e Gilbert, 2016). 
Apesar dessa heterogeneidade, Howard e colaboradores demonstraram que um ensaio de 
quimiosensibilidade in vitro, denominado ChemoID, que identifica a melhor terapia contra o tumor como 
um todo e contra CSC, é promissor para individualizar o tratamento desses tumores. Embora o trabalho 
dos autores não tenha mudado o curso da quimioterapia dos pacientes analisados, que continuou sendo 
feito com ressecção seguida de quimio e radioterapia, uma porção do tumor foi crescida em meio de 
cultura suplementado com soro fetal bovino e outra em protocolo para enriquecimento de CSC, ambas 
foram tratadas com um amplo painel de quimioterápicos e tiveram sua viabilidade medida. As células 
provenientes dos tumores dos pacientes também foram crescidas em flancos de camundongos 
imunodeficientes, que foram tratados com TMZ e algumas opções despontaram nos ensaios in vitro como 
o mais e o menos promissor. Esses experimentos com uma pequena biopsia correlacionaram de maneira 
importante com a sobrevida: embora em um dos casos a TMZ tivesse efeito em reduzir consideravelmente 
a quantidade total de células, não foi efetiva em reduzir a viabilidade da cultura enriquecida em CSC e, 
tanto no modelo animal quanto no paciente, houve um período de regressão seguido por uma recorrência 
que resultou em OS baixa, com recorrência depois de 12 meses. Em outro paciente, no qual TMZ foi efetiva 
em reduzir tanto a quantidade total quanto a porcentagem de CSC, o tratamento com Temodar (nome 
comercial da TMZ) foi o mais efetivo no modelo animal e gerou uma PFS > 40 meses no paciente (Howard 
et al., 2017). Embora os autores não digam depois de quanto tempo de tratamento as análises in vitro 
foram feitas, esse artigo demonstra que esses ensaios podem ter capacidade de predição e auxiliar no 
prognóstico, mesmo com dificuldades na amostragem. Porém, de acordo com suposições anteriores da 
literatura, os experimentos que correlacionaram com a resposta do paciente não derivaram de medidas 
únicas de redução da massa tumoral como um todo. Experimentos que analisam a proporção de células 
tronco tumorais ou experimentos a longo prazo que levam em conta a recorrência após tratamento agudo 
105 
 
devem ser considerados. Embora no artigo acima não tenha sido descrito o tempo de análise após o 
tratamento, os gráficos de crescimento in vivo representam claramente a importância de múltiplos pontos 
de análise. Poucos artigos da literatura fazem essa observação do crescimento populacional após 
tratamento in vitro, sendo mais comum medidas sequenciais apenas nas injeções subcutâneas, com isso, 
informações sobre a heterogeneidade e possibilidade de seleção clonal são perdidas, explicando, em 
parte, o número de falsos positivos nesses testes descritos por von Hoff em 1990 (Von Hoff, 1990).  
Em 2008, Li e colaboradores demonstraram que linhagens celulares derivadas de gliomas são 
pouco representativas das alterações cromossomais e da expressão gênica desses tumores. Ao 
compararem as 5 linhagens (A172, Hs683, T98G, U251 e U87) mais comumente utilizadas com 83 seções 
de gliomas primários, demostraram que as linhagens citadas, se pareciam mais com linhagens 
estabelecidas de outros sítios tumorais do que com as seções não crescidas in vitro ou in vivo de gliomas 
(Li et al., 2008). Quando observamos os nossos dados in vitro, esses resultados são preocupantes, uma vez 
que paralelo aos testes utilizando culturas primárias, também fizemos os mesmos experimentos em 
linhagens comerciais. Por exemplo, a baixa sensibilidade a TMZ nas culturas primárias nos surpreendeu, a 
ponto de validarmos todos os experimentos, realizando os mesmos protocolos em pelo menos uma 
linhagem celular comercial para ter certeza de que nossos fármacos estavam em boas condições e 
concentrações. Além disso, nos testes de sensibilidade após radioterapia, mostrados na Figura 6 (página 
65), os resultados da eficiência não puderam ser quantificados em M059J, uma vez que 12 dias após os 
tratamentos não pudemos observar células nos poços, e mantendo a placa de cultura por mais de um mês, 
análises microscópicas não revelaram recorrência a partir de células remanescentes que poderiam ter sido 
despercebidas em uma primeira observação. O artigo publicado com essa tese pode ajudar a comprovar 
essas evidências, uma vez que a dupla combinação TV ou TM é suficiente para eliminar 4 das 6 linhagens 
celulares testadas, mas não é suficiente para eliminar in vitro a população de nenhuma das 6 culturas 
primárias testadas.  
O conhecimento sobre heterogeneidade e evolução clonal dentro dos tumores evoluiu muito nos 
últimos 5 – 10 anos, em paralelo, o sequenciamento de nova geração e de células tumorais circulantes 
sofreu grandes avanços. Osuka e Van Meir ilustraram a heterogeneidade clonal e seu papel na recorrência 
do tumor após a ressecção seguida de quimio/radioterapia para gliomas. Normalmente o clone 
responsável pela recorrência não faz parte da progênie linear do clone dominante no tumor primário, não 
se sabe exatamente se é porque este é removido durante a ressecção ou eliminado pela terapia, ou porque 
que as células responsáveis pela recorrência são mais invasivas e encontram-se mais infiltradas (Osuka e 
Van Meir, 2017). Essa ilustração, mostrada na Figura 18, aponta para o fato de que, independente das 
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melhoras nas condições de cultura e de análise, a incapacidade da amostragem total pode mascarar o 
resultado final, uma vez que a terapia baseada em testes de predição é baseada nos clones dominantes 
na amostragem, explicando a maioria dos falsos resultados de sensibilidade dos testes de predição in vitro. 
Esse problema metodológico pode ser acentuado em gliomas, que são tumores altamente infiltrantes do 
sistema nervoso central, onde pensar em biópsia total é mais difícil, para não dizer impossível, quando 
comparamos com outros tumores encapsulados que podem ser removidos na sua totalidade. Além disso, 
Patel e colaboradores sequenciaram células únicas dentro de GBM e encontraram uma variabilidade de 
expressão tanto de fatores de expressão quanto de sinalização oncogênica, proliferativa, imune e de 
hipóxia; demonstraram ainda que os subtipos, como classificados pelo TCGA, pertencem a variações de 
expressão entre células de um mesmo paciente (Patel et al., 2014) ressaltando o problema da 
heterogeneidade intratumoral. Uma das maneiras para ajudar a contornar problemas de heterogeneidade 
e presença de células tronco tumorais nos ensaios in vitro é observar o crescimento das células por longos 
períodos após a administração do fármaco. A maioria dos experimentos relatados na literatura, como o 
ensaio padronizado por Howard (exemplo citado acima), realiza medidas em tempos únicos após a 
administração da droga in vitro, com isso, dados sobre a cinética de crescimento populacional que 
poderiam indicar recorrência são perdidos. Esse fator é importante pois nesse mesmo artigo o autor 
apresenta gráficos de crescimento in vivo, mostrando que implantes xenográficos (PDX) com células de 
dois pacientes diferentes apresentam respostas em tempos variados aos fármacos testados e dependendo 





Figura 18 Esquema representado a recorrência dos gliomas após a ressecção cirúrgica e tratamento com quimio e 
radioterapia. Adaptado de Osuka e Van Meir, 2017. 
No artigo publicado (página Erro! Indicador não definido.), as curvas de crescimento populacional 
cumulativo evidenciam isso (Figura 2, principal e suplementar do manuscrito) e análises até o 8º dia nem 
sempre refletem a totalidade dos fatos. Por exemplo, ao comparar as curvas de crescimento após 
tratamento com TVM para LS19 e LS24: no primeiro ponto de análise o efeito é semelhante na diminuição 
do número de células, porém com o passar do tempo na primeira há recrescimento e na segunda há 
contínua diminuição do número total. Parâmetros para calcular essa variação foram publicados pelo nosso 
grupo de pesquisa e podem auxiliar a compreensão das curvas de crescimento (Silva et al., 2016). A taxa 
de proliferação relativa (Relative Proliferation Rate, RPR) que mede a velocidade de proliferação da 
população testada, obtida através do coeficiente angular de proliferação da população tratada dividida 
pelo coeficiente da população controle, e o tempo relativo para cruzar um limiar (Relative Time to Cross a 
Threshold, RTCT), calculado pela relação entre o tempo necessário para chegar ao CPD = 5 nos grupos 
controle e tratado, indicando se há retardo na proliferação causado pelo tratamento, deixa clara a 
diferença entre os efeitos do tratamento entre ambas as culturas primárias analisadas uma vez que na 
LS24 tanto o RPR quanto o RTCT são diminuídos a zero, enquanto na LS19 há retrato do atraso no 
recrescimento (dados não mostrados no manuscrito). 
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As análises a longo prazo descritas acima também levantam outras falhas dos experimentos de 
predição in vitro: poucos autores categorizam a “qualidade” das células restantes após o tratamento, e 
quando o fazem, geralmente, avaliam proporção de células tronco tumorais. Esse conceito de 
tronquicidade e pluripotencialidade já foi bastante debatido na última década, e foi descrito com 
diferentes nomenclaturas por diversos grupos de pesquisa, mas ainda não há consenso absoluto sobre 
terminologia nem sobre os marcadores moleculares necessários para identificá-las (Lee et al., 2008). Fato 
é que, dificilmente na busca de marcadores de sensibilidade analisam-se outros mecanismos celulares 
acontecendo a longo prazo, como por exemplo a indução de autofagia, poliploidia, parada irreversível no 
ciclo celular (senescência) e catástrofe mitótica. Todos esses mecanismos já foram descritos como 
importantes na atividade antitumoral e foram analisados após os tratamentos para a construção dos 
resultados dessa tese, sendo os três últimos citados no artigo publicado. 
Alcalóides derivados da vinca interagem com subunidades da tubulina bloqueando a 
polimerização e montagem correta dos microtúbulos, levando a parada no ciclo celular, com acúmulo em 
G2/M e até mesmo em G1 (Sato et al., 2007). Por outro lado, drogas como os taxanos e o mebendazol 
aumentam a polimerização dos microtúbulos, promovendo as fases de nucleação e elongação reduzindo 
a quantidade de tubulina livre (Jordan, 2002). Essa incorreta polimerização dos microtúbulos pode levar a 
segregação errônea dos cromossomos, gerando células poliploides, que podem trilhar dois caminhos: 
morte celular ou parada irreversível (Singh et al., 2010). Nessa situação a célula com defeito na sua divisão 
pode morrer por catástrofe mitótica, um mecanismo de morte celular acoplado as falhas na mitose que 
geralmente diferencia-se da apoptose que acontece na interfase por envolver distúrbios na 
permeabilidade da membrana mitocondrial, liberação de citocromo c e fatores indutores de apoptose 
(Apoptosis Inducing Factor, AIF) (Kisurina-Evgen'eva et al., 2006). O tratamento com a combinação de 
TMZ, VBL e MBZ levou a uma diminuição de células na fase G1 e aumento na população poliploide na 
maioria das linhagens utilizadas (Figura 3a do artigo publicado) cinco dias após início da administração dos 
tratamentos. Esse aumento na porcentagem de células poliploides coincidiu com aumento no número de 
células com núcleos grandes e regulares, indicativos de senescência, no oitavo dia (5 dias de tratamento 
seguidos de 3 dias sem droga) e pequena proporção de núcleos grandes e irregulares característicos da 
catástrofe mitótica (Figura 3b do artigo publicado). Sugerindo que o tratamento com TVM além de eliminar 
células, como pode ser observado nos gráficos de crescimento populacional cumulativo, também induz 
outros mecanismos celulares que “inativam” a população restante, como é o caso da senescência, definida 
como uma parada irreversível no ciclo celular (Singh et al., 2010). Combinadas, as curvas de crescimento 
populacional cumulativo e seus parâmetros de RPR e RTCT, a análise morfométrica nuclear e a distribuição 
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no ciclo celular após o tratamento desenham um painel qualitativo após a terapia que aproxima os 
resultados in vitro com os resultados in vivo. Juntos esses experimentos indicam que embora seja 
vantajoso tratar as culturas LS12, LS17 e LS24 com TVM, os mesmos efeitos não podem ser esperados na 
LS20. Nessa última, a redução no número total de células foi menos expressiva e a população tolerante 
parece não ter sofrido nenhuma alteração, enquanto, por exemplo na LS17 houve maior morte e a maioria 
das células tolerantes não voltará a proliferar. 
Embora o fenótipo senescente seja considerado por alguns dos autores citados acima como um 
estágio de morte a nível de expansão tumoral, uma vez que a célula nesse estado não se dividirá mais e 
não persistirá por longo período, outros autores chamam a atenção para o fenótipo secretório dessa 
população. Por isso, tratamentos que induzam a senescência podem atuar tanto suprimindo o tumor 
quanto de maneira pró-carcinogênica (Coppe et al., 2010). Em câncer de mama já foi demonstrado que 
tumores xenográficos desenvolvem uma vascularização mais densa quando há células tumorais 
senescentes, ao contrário de quando essas são substituídas por fibroblastos proliferativos nos implantes 
(Coppe et al., 2006). 
Outro fator que dificulta a identificação e caracterização de senescência sendo pró ou anti-tumoral 
diz respeito a alguns marcadores. Por exemplo, nas nossas análises de expressão gênica encontramos 
maior expressão de Notch3 na população de células tolerantes ao tratamento com TVM, esse fato pode 
ser justificado por duas hipóteses principais: houve seleção de células senescentes que expressam mais 
Notch3 e há dados na literatura corroborando este fato (Cui et al., 2013) ou houve seleção de células 
tronco-tumorais, que segundo muitos autores também expressam Notch3 (Teodorczyk e Schmidt, 2014). 
Ambas situações são antagônicas e para soluciona-las in vitro seria necessário acompanhar a expressão ao 
longo do tempo e realizar co-marcação individual entre Notch3 e marcadores de células tronco tumorais, 
como CD133, e de senescência, como β-galactosidase. Não encontramos na literatura essa dupla 
marcação, porém, alguns estudos pré-clínicos demonstram que bloqueando Notch3 através de inibidores 
de γ-secretase aumenta-se a latência e a sobrevida dos pacientes (Gilbert et al., 2010). Na clínica, estudos 
de fase I e II já foram conduzidos com inibidores de γ-secretase em gliomas e outros tipos tumorais, mas 
resultados de eficiência em fase III ainda não estão disponíveis. 
Se o papel da senescência na biologia tumoral é dúbio na literatura, sua relação com a autofagia, 
outro mecanismo celular de ação dupla é ainda mais complexo. Alguns estudos populacionais indicam que 
o processo de autofagia está aumentado durante o processo de senescência. As vesículas autofágicas são 
transportadas pelos microtúbulos para se fundirem com os lisossomos para degradação e renovação dos 
componentes intracelulares. Drogas antimitóticas interrompem a formação dos microtúbulos, resultando 
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no acúmulo das vesículas e inibição da fusão com lisossomos, o que pode ser visto como aumento de 
compartimentos ácidos e da proteína p62 no interior da célula (Van Vuuren et al., 2015). Recentemente, 
Kang e colaboradores demonstraram que o fator de transcrição GATA4, que normalmente é degradado 
mediado por p62 na autofagia seletiva é mantido durante a senescência e ativa vias iniciadoras do fenótipo 
secretório (Senescence-Associated Secretory Phenotype, SASP). Além disso, demonstraram que a deleção 
de p62 ou inibição transiente da autofagia leva ao acúmulo de GATA4 e consequente indução de 
senescência, porém se houver um bloqueio prolongado o desfecho não é o mesmo (Kang et al., 2015). 
Fatores do SASP podem reforçar a parada senescente de maneira autócrina e parácrina, estimular células 
adjacentes pré-malignas e malignas a proliferar e formar tumores ou podem estimular o sistema imune 
para suprimir a tumorigênese; podem ainda promover a inflamação crônica. No SNC, a autofagia é crucial 
para a iniciação e crescimento dos gliomas, uma vez que células gliais com esse processo inibido não são 
aptas a manter uma sinalização correta de crescimento sob condições restritivas de fatores e entram em 
senescência (Gammoh et al., 2016). Um trabalho do nosso grupo, com linhagem celular de glioma, 
demonstrou que a nível de células únicas essa relação coordenada não é observada e a relação individual 
entre autofagia e senescência é heterogênea (Filippi-Chiela et al., 2015). 
Uma das maneiras mais simples e fáceis de triagem de autofagia é marcar organelas ácidas dentro 
das células com laranja de acridina, um corante supravital que emite fluorescência verde e pode ser 
protonado e aprisionado nessas organelas vesiculares, onde emite fluorescência vermelha (como por 
exemplo em lisossomos e autolisossomos) (Thome et al., 2016). Apesar de fácil de utilizar esse corante é 
inespecífico, uma vez que há aumento de organelas ácidas (massa lisossomal) em outros processos 
celulares, como por exemplo na senescência. Essa marcação cruzada entre os processos pode confundir 
ainda mais os achados referentes a um mecanismo ou outro levando a necessidade de técnicas adicionais 
para comprová-los (Kurz et al., 2000). A senescência pode ser comprovada pela atividade da β-
galactosidase, uma enzima aumentada nesse processo, ou mais recentemente por análises morfométricas 
nucleares (NMA) utilizando uma metodologia descrita pelo nosso grupo (Filippi-Chiela et al., 2012). Já a 
autofagia pode ser comprovada por imunodetecção da degradação da proteína carreadora p62 e para a 
lipidação de LC3 ou por agregação de GFP-LC3 na membrana dos autofagossomos (Thome et al., 2016). 
Nos resultados apresentados nessa tese, devido ao crescimento fastidioso das culturas primárias, optamos 
por estratégias que utilizassem pequeno número de células, sendo a senescência medida apenas por NMA, 
que tem boa correlação com a atividade da β-galactosidase. Já para autofagia, tentamos sem sucesso 
transduzir uma das culturas (LS06) com um vetor lentiviral contendo a proteína fluorescente LC3, porém 
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menos de uma semana depois as células morreram, provavelmente devido a seleção com puromicina, 
impossibilitando o uso desse método.  
Quimioterápicos anti-mitóticos, como o paclitaxel por exemplo, podem ativar a PCD influenciada 
pela autofagia, levando a ativação de caspase regulada por membros da família Bcl-2, uma proteína 
relacionada tanto a processos de autofagia quanto apoptose. Em células mitóticas, PTX bloqueia a ativação 
de Vsp34, um iniciador da formação do autofagossomo. Já em células não mitóticas, esse fármaco pode 
bloquear o movimento e a maturação de autofagossomos para autofagolisossomo, havendo sugestões de 
que esse acúmulo seria o responsável pela sensibilidade, uma vez que, o bloqueio da formação dos 
autofagossomos diminui a morte celular induzida pelo PTX (Veldhoen et al., 2013). Embora outros autores 
mostraram que vimblastina, um outro agente inibidor de microtúbulos e mitose, cause um aumento no 
número de autofagossomo e isso resultaria em aumento de autofagia, esse fato é questionado por 
Veldhoen e colaboradores, que sugerem que essa classe de agentes permite a formação, mas não 
maturação dos autofagossomos, sem degradação de organelas, e seriam na verdade bloqueadores das 
fases finais do fluxo autofágico. 
Uma vez que os resultados obtidos e apresentados com incorporação de laranja de acridina 
possam gerar interpretações duvidosas quanto a especificidade da marcação, decidimos combinar os 
quimioterápicos com um bloqueador do fluxo normal da autofagia, pois nos interessava saber se 
bloqueando o possível mecanismo envolvido na tolerância das células havia diminuição da população 
remanescente. Nesse caso utilizamos cloroquina, que é uma base fraca capaz de alcalinizar os lisossomos 
e impedir a fase final da autofagia. Esse fármaco é administrado há décadas na clínica para o tratamento 
de malária, e atinge concentrações plasmáticas nanomolares variadas, que dependem de vários fatores, 
entre eles da idade do paciente. E, se utilizada por longos períodos, pode gerar acúmulo e neuropatia. In 
vitro ela ou seu análogo, hidroxicloroquina, são utilizados como bloqueadores clássicos da autofagia, 
embora tenham falhado em aumentar a sobrevida em estudos clínicos combinados à quimioterapia. Os 
autores justificam essa falha principalmente devido a divergência entre as concentrações in vitro para 
inibir autofagia, que varia entre 10 – 30 µM, chegando a 75 µM em alguns trabalhos, e as concentrações 
abaixo de 1 µM atingidas nos pacientes (Rosenfeld et al., 2014). Para contornar essa diferença, optamos 
por utilizar a concentração próximo a plasmática (100 nM) e manter o tratamento em contato com as 
células por 5 dias. Nessas condições a adição desse fármaco não diminuiu o crescimento populacional das 
culturas primárias testadas quando administrada sozinha, nem potencializou o efeito quando combinada 




Embora os múltiplos papéis da autofagia e sua modulação no câncer ainda precisem ser 
elucidados, sua importância nesse processo parece indiscutível, genes supressores e oncogenes estão 
envolvidos na sua regulação, ligando esse processo ao desenvolvimento e progressão tumoral; já foi 
mostrado que esse processo limita a necrose e inflamação, podendo restringir a invasão e disseminação, 
além de inibir a formação de metástase (Bhutia et al., 2013). A autofagia, além de participar na indução 
da senescência também tem interrelação com a apoptose, sendo um mecanismo de proteção das células 
da PCD. Alguns autores demonstram que o processo autofágico pode sequestrar e degradar organelas 
danificadas, como as mitocôndrias, impedindo a liberação de citocromo c; outros, sugerem que pode 
proteger até mesmo da morte celular independente de caspase enquanto puder gerar energia para a 
célula se recuperar e voltar a crescer. Infelizmente esse processo nem sempre é pró-sobrevivência celular 
e o termo morte celular autofágica, já foi estabelecido na literatura: se a autofagia acontecer em excesso 
pode desencadear PCD do tipo II. No SNC, já foi estabelecido que a autofagia apropriada e controlada pode 
induzir neuroproteção, resgatando os neurônios da apoptose, por exemplo, ao degradar mitocôndrias 
danificadas na fase de reperfusão pós-isquemia, ou ao reduzir a translocação de Bax para a mitocôndria e 
a liberação de citocromo c para o citosol em hemorragia da subaracnóide (Wu et al., 2015).  No processo 
antitumoral, a autofagia pode levar a liberação de debris celulares acumulados na forma de proteínas mal 
dobradas e organelas lesadas e aumentar os níveis de p62 em resposta ao estresse metabólico, o qual 
poderia aumentar a produção de ROS e gerar danos no DNA e instabilidade cromossômica caso não 
corrigido (Bhutia et al., 2013).  
A execução de imunodetecção para verificar fluxo autofágico e morte celular tornaram-se técnicas 
laboriosas quando se fala em técnicas que utilizam o menor número de células possível, uma vez que 
quantidades de proteína suficiente para repetir e confirmar os experimentos com culturas primárias são 
de difícil obtenção. Conseguimos realizar imunodetecção para verificar degradação de p62, mas outras 
proteínas de menor peso molecular, como LC3, não puderam ser sondadas com a mesma eficiência, 
deixando o resultado incompleto e, por vezes, inconclusivo. Possivelmente esses problemas tiveram 
relação com as quantidades totais de proteína, menores que normalmente se utiliza nesse protocolo, ou 
com a afinidade de ligação do antígeno-anticorpo e amplificação do sinal. A imuno-fluorescência para essa 
proteína também gerou resultados inconclusivos, uma vez que não foi possível definir se a marcação 
pontilhada era devido a agregação em volta de autofagossomos ou simples dispersão citoplasmática 
(Klionsky et al., 2016). 
A Tabela 2 da página 60 ilustra quão lento é o crescimento dessas culturas comparadas com as 
linhagens celulares: enquanto U87 e M059J demoram menos de três dias para duplicar a população, em 
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algumas culturas primárias esse tempo pode ser maior que uma e até duas semana. Quando se observam 
os resultados da tabela dentro do contexto, levando em consideração que essas que estão representadas 
foram aquelas nas quais obtivemos quantidade suficientes para repetir os experimentos de contagem do 
número de células 12 dias após o início do tratamento, pelo menos duas vezes em duplicata, sem 
necessidade de ajustes do número inicial de células (ou seja, nessas linhagens foi possível obter 8000 
células por poço pelo menos duas vezes para 16 tratamentos diferentes), precisamos atentar para o fato 
de que as demais culturas crescem de maneira mais lenta. Condições para melhorar o crescimento foram 
testadas, como por exemplo ao invés de utilizar DMEM/F12 suplementado com 10 % de SFB utilizamos 
meio de cultura neurobasal, suplementado com a mesma quantidade de soro, ou com EGF/FGF ou com 
PDGF-aa. Nenhuma dessas três outras condições resultou na expansão da cultura após um período maior 










Células provenientes de tumores do sistema nervoso central podem ser facilmente cultivadas em 
meio DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB. Essas culturas crescem por longos períodos, embora 
necessitem de tempo para dobrar a população maior que linhagens comerciais do mesmo tumor. 
As culturas primárias derivadas de tumores de sistema nervoso central de pacientes são mais 
sensíveis a cinco doses de radioterapia do que do quimioterápico padrão. A sensibilidade in vitro a TMZ, 
em concentrações próximos a plasmática, em culturas primárias é menor do que a de linhagens comerciais 
(como U87). 
Ensaios de viabilidade celular que utilizam como base metabolismo mitocondrial não são 
adequados para medir o efeito de agentes alquilantes. Testes que levam em consideração cinéticas de 
crescimento ou qualidade das células remanescentes, embora mais fastidiosos têm maior potencial 
translacional. 
A administração de CQ em concentrações próximo a plasmática sozinha não tem efeito na 
diminuição do crescimento de células tumorais, nem potencializa o efeito do PCV para a maioria das 
linhagens testadas, corroborando sua falha em estudos clínicos. 
É possível predizer grupos de pacientes nos quais a TMZ não terá efeito com base na análise da 
expressão de alguns genes utilizando a base de dados do TCGA. Alguns desses marcadores ainda não foram 
testados na clínica e implementá-los poderia trazer benefícios aos pacientes. 
Testes clínicos de fase I/II com a combinação de TMZ, VBL e MBZ para testar a toxicidade e 
correlação de resposta com os marcadores moleculares FGFR3/AKT2 poderiam ser aplicados para GBM, 






Realizar qPCR para p62 no DNA da cultura LS05 para verificar deleção gênica. 
Repetir análises de WB para LC3 nas amostras cujo sinal não pode ser claramente identificado. 
Realizar experimentos pré-clínicos in vivo com a combinação TVM para avaliar efetividade a longo 
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Esse glossário busca ajudar o leitor com conceitos importantes para a interpretação de estudos 
clínicos.  
As informações foram retiradas do “Guia para a Indústria” no endereço eletrônico do FDA, 
disponíveis em: 
http://www.fda.gov/downloads/drugs/guidancecomplianceregulatoryinformation/guidances/ucm07159
0.pdf acessado em 16/12/16. 
Acurácia: a acurácia de diagnóstico diz respeito a concordância entre o resultado do novo teste e 
o resultado do teste padrão utilizado anteriormente.  
Doença Residual Mínima (Minimal residual disease, MRD): Utilizada para testes que utilizam 
tecnologias supersensíveis, como os que detectam traços de células cancerígenas circulantes. Por utilizar 
novas tecnologias essa medida demonstra recorrência do tumor antes que seja detectável por 
metodologias convencionais (como exames de imagem). Estratifica os pacientes pelo risco de melhorar os 
resultados e reduz o risco de toxicidade a curto e longo prazo. 
Especificidade: é estimada pela proporção de sujeitos sem a condição testada nos quais o teste é 
negativo. A especificidade de um ensaio de predição a quimioterapia in vitro é dada pela correta 
identificação dos pacientes no qual o quimioterápico não funcionará se for administrado in vivo. Diz 
respeito a exclusão de terapias potencialmente falhas. 
Hazard Rates or Hazard Ratios: É uma medida da probabilidade do risco de morte no grupo tratado 
dividido pelo risco de morte no grupo controle. Esse valor é igual a 1 se o risco de morte nos dois grupos 
for igual, maior que 1 se o risco for aumentado no grupo tratado e menor que 1 se o tratamento diminuir 
o risco de morte. Esse valor é dado pela inclinação da curva do Kaplan-Meier.  
Progressão Livre de Doença (Progression-free survival, PFS): É o tempo entre a randomização até 
a progressão da doença ou a morte. Requer uma amostra e tempo de seguimento menor que o OS. As 
medidas, porém, não são tão precisas quanto OS e podem variar entre os estudos clínicos de grupos 
diferentes, sendo dependente também da frequência e do modo como paciente é monitorado. Também 
denominado Sobrevida Livre de Doença (Disease-free survival, DFS).  
Sensibilidade: é estimada como a proporção de sujeitos com a condição alvo que são corretamente 
diagnosticados pelo novo teste. A sensibilidade de um ensaio preditivo para direcionamento da 
quimioterapia in vitro identifica quais tratamentos foram mais potentes na eliminação de células tumorais 
com vistas a administrá-lo ao paciente. 
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Sobrevida Livre de Eventos (Event-free survival, EFS): Tempo desde a randomização até a 
progressão da doença, morte ou interrupção do tratamento por qualquer razão (ex: toxicidade, 
preferência do paciente, início de um novo tratamento, etc). Requer uma amostra e tempo de seguimento 
menor que o OS, podendo ser útil em terapias muito tóxicas. Geralmente não é recomendada por agências 
reguladoras pois combina eficácia, toxicidade e retirada dos pacientes. 
Sobrevida Total (Overall Survival, OS): É contada desde a randomização até a morte por qualquer 
motivo. É uma medida universalmente aceita por ser direta, precisa e fácil de realizar. Porém pode 
requerer um grande número de pacientes e longo tempo de seguimento até o evento acontecer com o 
viés de incluir mortes por motivos não relacionados ao câncer. Com os avanços dos tratamentos é uma 
medida que está entrando em desuso, em parte por requerer longo tempo de análise e também pelas 
questões éticas envolvidas, uma vez que a análise não permite a troca do tratamento do paciente mesmo 
que o estudo em andamento tenha aporte suficiente para tal. Caso o paciente seja cruzado para o 
tratamento mais eficaz e o estudo seja baseado em intenção de tratar, esse parâmetro considera o 
tratamento inicial, e desconsidera o fato do paciente ter recebido segunda intervenção. 
Taxa de Resposta Objetiva (Objective response rate, ORR): Mede a proporção de pacientes com 
redução no tamanho tumoral com base em um tamanho pré-definido. Pode ser medido em estudos de 
braço único pois necessita uma pequena população, sendo uma medida fácil e que pode ser comparada 
entre estudos com um efeito atribuído diretamente à droga e não a história natural da doença. O FDA 
inclui no ORR pacientes com resposta parcial e resposta total, excluindo doença estável e respostas 
menores. 
Tempo Até a Progressão (Time to progression, TTP): É o tempo desde a randomização até que haja 
progressão objetiva e mensurável do tumor, não inclui mortes. Requer uma amostra e tempo de 
seguimento menor que o OS. As medidas, porém, não são tão precisas quanto OS e podem variar entre os 
estudos clínicos de grupos diferentes. 
Valor Preditivo Negativo: diz respeito a proporção de pacientes nos quais o teste teve resultado 
negativo e de fato não se beneficiam do tratamento na clínica ou não possuem o alvo para terapias 
dirigidas.  
Valor Preditivo Positivo: refere-se aos testes nos quais o resultado de sensibilidade in vitro tiveram 
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